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RESUMEN 

Las células dendríticas plasmacitoides (pDC) son un tipo de Células Dendríticas 

(DC) especializadas en la respuesta inmune antiviral. El reconocimiento de ácidos 

nucleicos (ssRNA y DNA CpG) mediante TLR-7 y TLR-9 en la pDC, estimula su 

activación, producción y secreción de IFN-α. Por otra parte, algunos de los 

mecanismos de tolerancia en estas células son a través de IDO, PD-L1, ICOSL, 

TRAIL, Granzimas y TGF-β, descritos principalmente en microambientes tumorales, 

sin embargo, la expresión y funcionalidad inmunomoduladora del “halo purinérgico” 

(CD39/CD73) en pDC bajo condiciones homeostáticas y de activación no ha sido 

evaluada. El halo purinérgico es un mecanismo inmunorregulador descrito 

principalmente en linfocitos T reguladores (Tregs). Está conformado por las 

ectoenzimas CD39 y CD73 cuya actividad consecutiva cataliza la conversión de 

ATP a adenosina. Esta última actúa sobre sus receptores (A1, A2A, A2B y A3). La 

unión de adenosina al receptor A2A en linfocitos T induce anergia; en Tregs 

incrementa su capacidad inmunosupresora y en células presentadoras de antígeno 

favorece sus funciones tolerogénicas.  

Los resultados de este trabajo, mostraron que el análisis de pDC de sangre 

periférica, se observan dos poblaciones celulares. La población de menor 

complejidad (CD33-) definida como pDC y la de mayor complejidad (CD33+) como 

AS-DC.  El análisis del halo purinérgico en pDC recién purificadas mostró expresión 

de CD39, mientras que CD73 tuvo una mínima o nula expresión extracelular, pero 

con presencia intracelular. Ambas enzimas mostraron un incremento significativo 

tras su activación con un agonista de TLR-7.  El análisis de la funcionalidad 

enzimática de CD73 en presencia de ATP exógeno reveló un incremento en la 

concentración de adenosina, cuya actividad fue revertida cuando se bloqueó la 

actividad de CD73 con un anticuerpo neutralizante. Así mismo, el bloqueo de CD73 

en pDC activadas favoreció un incremento en la capacidad estimuladora de las pDC 

al inducir una mayor proliferación y activación de linfocitos T CD4+.  En conjunto, 

los resultados de este proyecto, demuestran por primera vez, la expresión funcional 

del halo purinérgico (CD39/CD73) y su participación en la capacidad 

inmunomoduladora de pDC humanas de sangre periférica. 
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ABSTRACT 

 

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are a kind of Dendritic Cells (DC) specialized in 

the antiviral immune response. Recognizing nucleic acids (ssRNA and CpG DNA) 

through TLR-7 and TLR-9 in pDC stimulates their activation, production, and IFN-α 

secretion. On the other hand, some of the tolerance mechanisms in these cells are 

through IDO, PD-L1, ICOSL, TRAIL, Granzymes, and TGF-β, described mainly in 

tumor microenvironments. However, the expression and immunomodulatory 

functionality of the “purinergic halo” (CD39/CD73) in pDC under homeostatic and 

activation conditions have not been evaluated. The purinergic halo is an 

immunoregulatory mechanism described mainly in regulatory T cells (Tregs). It 

comprises the ectoenzymes CD39 and CD73, whose consecutive activity catalyzes 

the conversion of ATP to adenosine. The latter acts on its receptors (A1, A2A, A2B, 

and A3). The adenosine binding to the A2A receptor on T cells induces anergy on 

Tregs, increases their immunosuppressive capacity and on antigen-presenting cells,  

and favors their tolerogenic functions. 

The results of this work showed that the analysis of pDC from peripheral blood 

revealed two cell populations. The lower complexity (CD33-) was defined as pDC, 

and the higher complexity (CD33+) as AS-DC. The Purinergic halo analysis on 

freshly purified pDC showed CD39 expression, whereas CD73 had minimal or no 

extracellular expression but an intracellular presence. Both enzymes showed a 

significant increase after pDC activation with a TLR-7 agonist. The evaluation of 

CD73 enzymatic functionality in the presence of exogenous ATP revealed an 

increase in adenosine concentration, whose activity was reversed when CD73 

activity was blocked with a neutralizing antibody. Likewise, CD73 blocking in 

activated pDCs favored increased pDC stimulatory capacity by inducing a superior 

proliferation and activation of CD4+ T lymphocytes. Taken together, the results of 

this project demonstrate, for the first time, the functional expression of the purinergic 

halo (CD39/CD73) and its participation in the immunomodulatory capacity of human 

pDC from peripheral blood. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1 CÉLULAS DENDRÍTICAS Y SU PAPEL EN LA RESPUESTA INMUNE 

La respuesta inmune es un mecanismo de defensa contra agentes extraños y 

patógenos primordialmente. Sin embargo, también tiene la capacidad de reconocer 

lo propio de lo extraño y con ello mantener una homeostasis en el organismo. Dentro 

de este amplio sistema que para su mayor compresión se ha clasificado en 

inmunidad innata y adquirida participan múltiples factores solubles, proteínas y 

varios tipos celulares los cuales poseen distintas funciones dentro de los que 

encontramos células polimorfonucleares, linfocitos, monocitos, y células 

presentadoras de antígeno (APC, por sus siglas en inglés).  Dentro de las APC, se 

han descrito como más eficaces en este proceso a algunos tipos de células 

dendríticas. 

Las células dendríticas (DC, por sus siglas en inglés) son APC profesionales 

derivadas de medula ósea por progenitores principalmente mieloides. Las DCs se 

localizan en sangre periférica, órganos linfoides y tejidos; son únicas por su 

capacidad para activar linfocitos T (LT) vírgenes para iniciar y modular los distintos 

tipos de respuesta inmune contra un amplio rango de agentes patógenos y no 

patógenos debido a la expresión en su superficie de receptores de reconocimiento 

de patrón (PRR, por sus siglas en ingles) que reconocen patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMP, por sus siglas en ingles) y patrones moleculares 

asociados a daño(DAMP, por sus siglas en ingles), son la conexión de la respuesta 

inmune innata y adaptativa;  no solo son los principales iniciadores de la respuesta 

inmune sino también  los responsables en el mantenimiento de tolerancia  a 

antígenos propios e inocuos del ambiente (14 ,23). La capacidad de estas células 

para generar diversos tipos de respuesta inmune ha sido atribuida a los diferentes 

subtipos de DC (2).  Los diversos subtipos de DC han sido clasificados de acuerdo 

a su ontogenia, funcionalidad y marcadores fenotípicos que las distinguen (23)  

Anteriormente se habían agrupado a las DC en migratorias y residentes de tejido 

linfoide o no linfoide (14, 17, 20); otra clasificación es con base a su localización y 
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funcionalidad, en esta se dividían en las localizadas en sangre/tejido linfoide y las 

residentes de tejido cutáneo (38). En sangre y tejido linfoide encontramos a las cDC 

(célula dendrítica convencional) y las pDC (células dendríticas plasmacitoides). Las 

cDC a su vez se subdividen en dos grupos las cDC1 (CD141) que participan 

primordialmente en la respuesta contra patógenos intracelulares y cDC2 (CD1c) que 

su respuesta es dirigida contra patógenos intra y extracelulares.  Otro grupo descrito 

son la moDC (células dendríticas derivadas de monocitos) las cuales se ha 

establecido que tienen baja capacidad de migración hacia zonas enriquecidas de 

LT (20, 23, 38, 49). Dentro de las localizadas en tejido cutáneo se encuentra las LC 

(células de Langerhans) residentes de la epidermis y las DC CD14+, localizadas en 

la dermis, otro grupo son las IDC (células dendríticas intersticiales) que como su 

nombre lo dice localizadas en los intersticios (38, 49). 

La clasificación de las DC ha sido controversial ya que los grupos de investigación 

las clasifican de acuerdo a la expresión de algunos marcadores de interés para ellos. 

Por lo cual, en la actualidad se ha establecido una clasificación de DC más 

específica de acuerdo a su ontogenia, factores de transcripción y el análisis de 

secuenciación de RNA unicelular (2, 23, 61). Con lo cual han establecido los grupos 

de DC encontradas en sangre periférica independiente de las localizadas en tejido 

cutáneo. 

Los diversos subtipos de DC en el humano se describen en la Figura. 1 y Tabla 1. 

Cada subtipo de DC se desarrolla bajo el control de un repertorio de factores de 

transcripción involucrados en diferentes niveles mostrados en la Tabla 1 al igual que 

el principal regulador para su desarrollo y diferenciación es Flt3L. La mayoría de las 

DC provienen de precursor hematopoyético. Sin embargo, se ha demostrado que 

los monocitos comparte un perfil transcripcional similar con algunos grupos de DC, 

no obstante no se ha evidenciado que en sangre periférica puedan diferenciarse los 

monocitos a DC (Fig 1). Las células dendríticas derivadas de monocitos (moDC) 

comparten marcadores e superficie con las cDC2 y se ha visto que dentro de estas 

DC hay un subgrupo que tiene como precursor monocitos CD14+ (14, 38, 61). Se 

describen las DC más estudiados acorde a sus funciones. 
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Fig. 1 Clasificación original de DC y la nueva clasificación basada en la secuenciación de RNA y factores 
de transcripción. 

 Se establecen 6 subtipos de DC. Se estableció que las DC se generan del progenitor común de células 

dendríticas. Nuevo grupo DC5 descrito con características fenotípicas igual a DC6, pero capacidad funcional 

diferente. 
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CD209 

CD163 

Tabla 1. Clasificación de DC marcadores y factores de transcripción. 

Todos los subtipos presentan HLA-DR+. 

  

 cDC1 

Tambien denominadas células dendriticas mieloides tipo 1, marcador fenotipico 

CD141+ (BDCA-3), posee TLR-1,2,3,6 y 8, reconocen y procesan microorganismos 

intracelulares primordialmente, realizan presentacion cruazada de antigeno 

favoreciendo  la activacion y respuesta de LT CD8+, producen IL-12 e IFN-λ, 

generan primordialmente respuesta de LT Th1 y Th2 (20, 38, 61).  

 cDC2 

Células dendriticas convencionales o mieloide tipo 2, marcador fenotipico CD1c+ 

(BDCA-1), esta poblacion de DC es mas abundante que las cDC1, posee TLR 

1,2,3,4,5,6,7 y 8. Participa en respuesta contra patogenos intra y extraceluares, 

parasitos, hongos y alergenos. Favorecen activacion de LT CD4+ generando  

respuestas Th1, Th2 y Th17. Producen IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23 asi como tambien la 

produccion de IL-10 y TGF-β con lo cual favorece la respuesta de Tregs (2, 14, 23, 

49, 61).  

 pDC 

Células dendriticas plasmaciotides reciben este nombre debido a su caracteristica 

morfologica similar a una célula plasmatica y su ausencia de dendritas que hace 

difiera morfologicamente a las cDC. Son de origen de la via central mieloide/linfoide 

por la cual ambos rasgos pueden expresarse. Representan un pequeño subgrupo 

de DC. Sus marcadores fenotípicos son CD123, CD303 (BDCA-2) y CD304 (BDCA-

4). Expresan TLR-7 y TLR-9 primordialmente por lo cual dirigen respuesta inmune 

contra virus. Expresan tambien TLR-2, 6 y 8. Son las principales productoras de 

IFN-α. Favorecen activacion y respuesta de LT CD8 y CD4. Son APC menos 
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eficientes que la cDC sin embargo poseen HLA-DR y moleculas coestimuladoras y 

una vez activadas mejora esta capacidad funcional (2, 14, 38, 49, 61). 

 AS-DC 

Entre los progenitores CD34+ y las DC maduras se encuentran las AS-DC que son 

precursoes de las DC sin embargo no expresan el fenotipo completo de las DC 

maduras. Una peculiaridad de esta poblacion es que expresan marcadores 

fenotipicos de las pDCs CD123 y BDCA-2 pero a pesar de ello se ha establecido 

que las AS-DC no son un subtipo de pDC ya que no tienen la misma capacidad 

funcional de la pDC y son mas potentes APC una vez que se desarrollan a cDC2, 

la morfologia es otro rasgo para diferenciarlas, de igual manera la AS-DC expresa 

otros marcadores fenotipicos unicos como Axl y Siglec6, ademas de expresan 

BDCA-3 y CD33. Las AS-DC producen altos niveles de IL-8 (2, 14, 61).  

 Células de Langerhans (LC) 

Se localizan en la epidermis y representan del 3 - 5 % de las células epidermales. 

Como marcador fenotipico poseen CD207 (Langerina) que es una lectina tipo C. la 

langerina esta involucrada en la formacion de los gránulos de Birbeck 

intraplamáticos. Poseen baja expresion de HLA-DR por lo cual se ha relacionado a 

propiedades homeostáticas, mantienen la integridad epidermal y al mantenimiento 

de Tregs. A diferencia de la DCs las LC no solo son de origen hematopoyetico sino 

que se autorenuevan en su localizacion a partir de precursores epidermales esto 

quiere decir que se desrrollan independientemente de Flt3-Flt3L y requieren 

señalizacion de IL-34 a traves de CSF-1R para su desarrollo. Poseen TLR- 1, 2, 3 

y 6 y genera respuestas tipo Th1, Th2 y Th17 (38, 49). 

Otras DC que no enfatizaremos pero que se han descrito son las IDC (celulas 

dendriticas intersticiales) estas se localizan en el intersticio y dermis. Otras celulas 

que han recibido el nombre DC pero no tienen la funcion de DC son las DC 

foliculares estas son de origen mesenquimal y se localizan en el centro germinal, 

foliculos linfaticos, el bazo y tejido linfatico de las mucosas en un microambiente que 

permite la generacion de LB de memoria. No cumplen las mismas funciones que la 
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DCs profesionales ya que las foliculares no tienen la capacidad de capturar y 

procesar antigeno, carecen de HLA-DR. Su funcion de estas células es captar 

antigenos en sus dendritas en forma de complejo inmune y promover la activacion 

de LB y el mantenimiento de las células plasmaticas (44).  

En resumen, las DC son APC profesionales y estan especializadas en llevar a cabo 

respuesta inmune dirigida a patogenos tanto intracelulares como extracelulares. 

Existen varios subtipos de DC  que se han clasificado de acuerdo a sus 

caracteristizas de localización, factores de transcripcion, ontogenia y funcionalidad.  

En particular, el subgrupo de las pDC dirige respuestas inmunes antivirales debido 

a su alta expresion de TLR-7 y TLR-9 que reconocen acidos nucleicos y por ende 

la alta produccion y secrecion de IFN-α. A diferencia de los demas subgrupos de 

DC y precisamente por esta caracteristicas, tambien se ha involucrado a las pDC 

en la fisiopatogenia de varias enfermedades autoinmunes tales como psoriasis y 

lupus eritematoso sistemico (LES), en las cuales se encuentra la presencia de 

autoanticuerpos anti-ADN y antígenos nucleares, así como el incremento de IFN-α 

asociados a su patología. Lo anterior, hace a las pDC, un factor relevante a estudiar 

en cuanto a su relacion en la perdida de tolerancia a autoantigenos en estas 

enfermedades, así como en la investigación de los mecaniscos inmunomoduladores 

que posean estas células. 

 

1.2 CÉLULAS DENDRÍTICAS PLASMACITOIDES (pDC) 

 

Las pDC fueron descritas por primera vez en 1958 por los patólogos Lennert K. y 

Remmele W. como un tipo de células con morfología de célula plasmática localizada 

en el área de LT en tejido linfoide y denominaron a esta “célula plasmacitoide” o “LT 

plasmacitoide” por su expresión de CD4 (3, 57, 58, 59). Posteriormente Facchetti 

encontró varios marcadores mielomonocíticos en los LT plasmacitoides y sugiriendo 

el término “monocitos plasmacitoides”. Para estudios posteriores se utilizó un 

precursor de células dendríticas para describir este tipo celular con resultados 

positivos de diferenciación se le asignó el nombre de “células dendríticas 
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plasmacitoide (pDC)”.  En 1970 se demostró en las células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) que había un tipo celular que 

producía más cantidades de IFN-I que otras al exponerlas a virus, estas no eran LB, 

LT, natural killers (NK), monocito ni macrófagos por lo tanto fueron denominadas 

“células productoras de IFN-I” (IPC, por sus siglas en ingles). Fue hasta el año de 

1999 en el que se demuestra que las IPC son las células dendríticas plasmacitoides 

(54, 58, 59).  

 

1.2.1 ORIGEN Y DESARROLLO DE LAS pDC 

 

Al igual que las cDC, las pDC provienen de médula ósea, sin embargo, su origen ha 

sido controversial, ya que pueden derivarse de progenitores mieloides o linfoides. 

Se han establecido rutas claramente definidas hacia la producción de CDP (Del 

inglés, common DC precursor), así como también, se ha encontrado que la pDC 

contienen RAG-1 para los rearreglos del gen DJ de la cadena pesada de la 

inmunoglobulina, lo que sugiere su origen linfoide (14, 53, 57, 58, 59), sin embargo 

se demostró que una pequeña fracción pDC generadas a partir de CMP (Del inglés, 

common myeloid progenitor) también expresan RAG-1 (53, 58). Esto sugiere que 

los progenitores de células linfoides, mieloides y dendríticas comprometidas pueden 

compartir características, ya que derivan del progenitor activador multipotente 

linfoide (LMPP), por esta razón, las pDC derivadas de CDP pueden tener 

características de linaje mieloide y linfoide Fig. 2 (14, 53).   
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Fig. 2 Modelo actual propuesto para hematopoyesis de pDC y cDC. 

 El progenitor multipotente activador linfoide (LMPP) converge con el progenitor de DC, macrófago, granulocitos 

dando origen a una sola vía para la generación de pDC´s y cDC´s y se separa del progenitor megacariocito y 

eritroide (MkE). HSC: Stem Cell hematopoyética   MPP: Progenitor multipotente hematopoyético, MLP: 

Progenitor mutilinfoide    MDP: progenitor de células dendríticas y macrófagos (14, 30). 

 

Otras moléculas importantes para el desarrollo de las pDC son Flt3-Flt3L (tirosina 

cinasa 3 tipo fms – tirosina cinasa 3 tipo fms ligando), Flt3L promueve generación 

de pDC en médula ósea y su supervivencia en periferia (30, 48, 62), pero es sabido 

que estas moléculas promueven el desarrollo también de cDC, pero depende de la 

vía de transmisión de señales Flt3 que determina el balance entre la producción de 

pDCs y cDCs (53).  Pero el factor de transcripción clave presente en progenitores 

hematopoyéticos pero indispensable para el desarrollo de pDC es E2-2 (TCF4) el 

cual se une y activa fracciones de genes enriquecidos de pDC incluyendo otros 

factores de transcripción igualmente involucrados en el desarrollo de pDC como 

SpiB e IRF8 (controla la supervivencia por inducción de genes anti-apoptotico, la 

retención de pDC inmaduras en medula ósea  y son requeridos para mantener el 

fenotipo), y para función  como IRF7 (9, 34, 48, 59).  Otros factores de transcripción 

involucrados en el desarrollo de pDC son RUNX2 (requerida para la expresión de 

genes enriquecidos en la pDC y facilita la salida de pDC maduras de médula ósea), 
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IKAROS y PU.I (regulan Flt3 y Ftlt3L), HIF1α (factor inducible de hipoxia 1α) y NAB2 

(proteína 2 de unión a RNA poliadenilato nuclear) (48, 57).   

 

 

   1.2.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FUNCIONALES DE LAS pDC. 

 

 Morfología 

Algo característico de las pDC que las diferencia de las AS-DC y cDC es su 

morfología (Fig. 3). La pDC posee una forma redondeada, con un núcleo arriñonado 

excéntrico, citoplasma basofílico y una zona pálida correspondiente a la zona del 

Golgi (acroplasma), contiene retículo endoplásmico rugoso bien desarrollado y gran 

cantidad de mitocondrias lo que sugiere su función potencial para producción de 

citocinas (3, 58, 59).  La pDC presentan un diámetro de 8 - 10 µm, son más 

pequeñas que los monocitos y más grandes que los linfocitos (59).   

 

Fig. 3 Morfología de los subtipos de DCs. 

Tinción Wright-Giemsa (52). 
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 Marcadores fenotípicos 

Las DC poseen marcadores exclusivos en su superficie que establecen su fenotipo 

para poderlas definir y clasificarlas. Los marcadores que las definen como pDC son: 

CD123 que es el receptor de IL-3 (indispensable para la supervivencia de la pDC); 

BDCA-2 (CD303) un receptor lectina tipo C, BDCA-4 (CD304/Neurofilina) e ILT7 

(CD85) transcrito 7 tipo inmunoglobulina, también poseen otros marcadores como  

CD4, CD68, HLA-DR, ILT3, CD45RA, FcγRII activan a las pDC por su unión con su 

ligando y CD2 que es una molécula de adhesión celular la cual distingue dos tipos 

de pDC una con CD2high la cual expresa lisozimas y mostraría capacidad catalítica 

en este subtipo de pDC. Las pDC expresan dos proteínas intracelulares la Granzima 

B y CD2AP (proteína asociada a CD2) que regula actina y promueve la migración 

de pDC a ganglios linfáticos durante la inflamación  (3, 36, 48, 53, 57, 58).   

Las pDC carecen de marcadores fenotípicos de otros linajes como CD3 (LT), CD14 

(monocitos), CD16, CD19 (LB), CD56 (NK), TCR y CD11c- por cual se ha 

establecido que las pDC poseen un fenotipo Lin-. Al igual las pDC carecen de la 

expresión de marcadores de origen mieloide (CD13 y CD33), y de CD11b (cDC) (57, 

58).  

Adicionalmente, se han descrito muchas otras moléculas en las pDC, necesarias 

para interactuar con otras células. Para interactuar con LT, las pDC requieren de la 

expresión de CD40, LLT1, CD86, TRAIL, ICOSL, PD-L1 y OX40L; con los LB 

requieren de CD40, CD40L, CD70, CD11a y CD31; para la transmigración de las 

pDC es necesaria la expresión de LFA-1 (antígeno 1 asociado a la función 

linfocitaria), CD62L, ChemR23 (receptor de quemerina) y CD31 para su interacción 

con el endotelio. Para su interacción con las NKT, las pDC requieren de OX40L 

(CD252); y de LLT1, GITRL e ICAM-1 para la interacción con células NK. Para la 

comunicación con cDC, las pDC utilizan NOTCH-L; y la interacción con células 

tumorales está mediada a través de ILT7 (36).   

 Funciones 
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Las pDC se desarrollan en médula ósea y se encuentran en sangre, ganglios 

linfáticos en el área de LT y en tejidos periféricos. Representan alrededor del 0.2 – 

0.5% de los PBMC (59, 62). Sin embargo, a pesar de representar una pequeña 

población de DC, las pDC son las principales células productoras de IFN-I cuando 

son estimuladas por virus o componentes virales. Por lo anterior, tienen un rol 

importante relevante en la respuesta inmune innata y adaptativa (3, 7, 9, 48). Las 

pDC también producen IFN-III (IL-28 a/b e IL-29) igualmente denominado IFN-λ. La 

activación de pDC y consecutiva secreción de IFN-I esta mediada por TLR-7 y TLR-

9, que a diferencia de los otros subtipos de DC, las pDC tienen una alta expresión 

de TLR-7 que reconoce ssRNA y TLR-9 el cual reconoce motivos CpG DNA virales 

por tal motivo están involucradas en la respuesta inmune antiviral. Estos receptores 

están localizados en los compartimentos endosomales y no solo sensan 

componentes de los virus sino también bacterianos, células muertas (ácidos 

nucleicos propios). Las pDC presentan escasamente TLR-2, 6 y 8. Estos TLR no 

son los únicos PRR expresados en la pDC también poseen receptores RIG-I 

(reconoce ácidos nucleicos en citoplasma), NLR (receptores tipo NOD), lectinas tipo 

C, cGAS-STING (principal sensor de ácidos nucleicos citosólicos), estos receptores 

internos requieren la internalización de los ácidos nucleicos lo cuales se llevan a 

cabo por endocitosis, fagocitosis o autofagia; y receptores Fc (3, 9, 36, 57, 62). 

Los TLR-7/9 no solo reconocen DNA/RNA virales, también reconocen los ácidos 

nucleicos propios como los derivados de la apoptosis o los de la Netosis. La Netosis 

es la liberación de trampas extracelulares de los neutrófilos (NET´s) como un 

mecanismo de defensa contra microorganismos patógenos, estas NET´s contienen 

ácidos nucleicos, péptidos antimicrobianos como LL-37 los cuales forma 

inmunocomplejos (DNA/LL-37), estos inmunocomplejos también son formados con 

anticuerpos (Ac´s) anti-DNA o anti-LL37. Los inmunocomplejos son reconocidos por 

las pDC mediante endocitosis (DNA/LL-37) que son translocados hacia los 

compartimentos endocíticos de pDC por un proceso que involucra el ataque de LL-

37 a proteoglicanos en la membrana celular mediada por balsas lipídicas o a través 

de los FcγRIIA (Ac´s-DNA/LL-37) que posteriormente son endocitados y dirigidos 

hacia los endosomas (17, 53). En los endosomas, los ácidos nucleicos propios son 
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reconocidos por TLR-7 y TLR-9 conllevando a la activación de la pDC por la 

activación de la vía de MyD88-IRF7, llevando así a la producción de IFN-I (3, 57, 

59). Las pDC tienen una alta expresión constitutiva del factor de transcripción IRF7 

y esto es uno de los mecanismos que dotan a las pDC de su potencial para la rápida 

producción de IFN-I (3, 57). La vía de MyD88 también activa al complejo proteico 

NF-B y la vía MAPK para la producción de citocinas inflamatorias, quimiocinas y 

moléculas coestimuladoras (9, 59). También se han descrito que la pDC presenta 

varias moléculas inhibidoras que regulan la producción de IFN-I como BDCA-2, ILT7, 

FcεRIα, Nkp44 las cuales interfieren con la señalización de TLR-7 y TLR-9 (Fig. 4) 

(3, 59). 

 

Fig. 4 Vía de activación de pDC en respuesta a ácidos nucleicos. 

La exposición a ácidos nucleicos transloca TLR-7 y TLR-9 a los endosomas para que se lleve a cabo el 
reconocimiento de ssRNA o dsDNA que conduce a cambios conformacionales en los TLRs y conducen a la 
activación de MyD88. Se forma un complejo de señalización multiproteíco que incluye a MyD88, BTK, TRAF6, 

IRAK1 e IRAK4, este complejo activa las MAPK´s y los factores transcripcionales NF-B e IRF7. Los factores 
de transcripción se translocan al núcleo e inician la transcripción de IFN-I, citocinas proinflamatorias y moléculas 
coestimuladoras, sin embargo, la pDC expresa algunos receptores reguladores en su superficie como BDCA-2, 
ILT7, NKp44 y Siglec-H los cuales inhiben la producción de IFN-I a través de la vía de señalización ITAM (9, 
59). 
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Las pDC pueden madurar por vías distintas a la señalización de TLR, tales como la 

unión de los receptores similares a dominios de oligomerización de unión a 

nucleótidos, gen I inducible por ácido retinoico, gen 5 asociado a diferenciación de 

melanoma, activador dependiente de DNA de factores reguladores de interferón, 

receptores lectina tipo C, CD40L y receptores de citocinas y quimiocinas (28).   

El IFN-I producido por las pDC es una citocina pleiotrópica que tiene diversas 

funciones como incrementar la citotoxicidad de las células NK, favorecer la 

maduración de las mDC al inducir el incremento en la expresión de moléculas 

coestimuladoras y MHC-II, diferenciación de monocitos, diferenciación de LB a 

células plasmáticas productoras de anticuerpos, promueve respuesta de linfocitos 

Th1, estimula a la misma pDC y mDC al mecanismo de presentación cruzada para 

favorecer la activación de LT CD8 y favorecen la inducción de NET´s en los 

neutrófilos (3).  

Como es bien descrito la función primordial de las pDC es la respuesta inmune 

antiviral inhibiendo la replicación viral. IFN-I induce señales a través del receptor de 

IFN activando la transcripción de genes para producir PKR (proteína cinasa de 

serina/Treonina) la cual bloquea la transcripción y traducción vírica; la 2´ 5´ 

oligoadenilato sintetasa y la RNasa L18 y L19 que promueven la degradación del 

RNA vírico confiriendo a las células mayor resistencia generando el “estado 

antivírico” (3). Sin embargo, también efectúa mecanismos de defensa contra 

bacterias, hongos y parásitos. Se ha demostrado que la pDC reconoce bacterias 

Gram positivas y Gram negativas y responden con una sobrerregulación de IFN y 

moléculas coestimuladoras, las pDC interactúan directamente con LB a inducir IL-

10 en respuesta a S. aureus. El papel de las pDC en infecciones fúngicas es 

indirecto produciendo IFN-I y TNF-α y directo a través de la secreción de 

calprotectina y lactoferrina capaz de quelar cationes divalentes necesarios para el 

crecimiento del hongo. Recientemente se ha descrito que las pDC en presencia de 

A. fumigatus secreta “trampas extracelulares de pDC” (pET´s) formados por DNA y 

la histona citrulinada H3, estas pET´s tienen una estructura similar a las NET´s. 
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Estas pET´s se ensamblan con péptidos antimicrobianos que conducen a muerte 

de los microorganismos que no pueden fagocitar (32).  

La función primordial de las pDC esta mediada por la producción de IFN-I, sin 

embargo, también posee capacidad de célula presentadora de antígeno, la cual no 

es igual a la de las cDC, pero es mayor a comparación de los LB (28). Esta función 

como APC en las pDC se favorece mayoritariamente una vez activadas con poly I:C, 

DNA u oligodeoxinucleotidos (ODNs) ya que aumenta su expresión de moléculas 

coestimuladoras, HLA-DR e incrementa su capacidad migratoria, todo esto 

mejorando su función para activar LT vírgenes eficientemente y por ende dar 

respuestas de proliferación, favoreciendo una polarización de LT a Th2 y Th1, por 

lo tanto las pDC maduras adquieren función de APC e inducen inmunidad especifica 

de antígeno (4, 28, 30). Las principales citocinas y moléculas que median la 

migración de la pDCs sitios de inflamación y nódulos linfáticos son CD62L, CCR2, 

CCR5, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR3 y CXCR4. Así mismo, las pDC 

también migran en respuesta a receptores ChemR23, adenosina, C3a y C5a, estos 

últimos, liberados en los sitios de inflamación (4, 57).   

 

1.3 PLASTICIDAD DE LAS pDC Y SU PAPEL EN TOLERANCIA E INMUNIDAD. 

 

De igual manera a lo descrito en cDC sobre la plasticidad y su capacidad de efectuar 

respuestas inmunogénicas y tolerogénicas, las pDC también se comportan de la 

misma manera mostrando una gran plasticidad funcional, orientando la inmunidad 

hacia múltiples perfiles dependiendo de las señales circulantes. Si bien dentro del 

rol inmunogénico de pDC se ha descrito primordialmente la producción de IFN-I por 

activación de los TLR-7/9, estas pDC de igual manera poseen capacidades como 

APC presentando antígenos a las LT CD4+ pero dependiendo de su estado de 

maduración y del microambiente pueden generar una respuesta de activación 

(Inmunogénica) o de tolerancia. En casos de activación alternativa o sin estimulo 

las pDCs expresan Indolamina 2-3 dioxigenasa (IDO), PD-L1, TRAIL, OX40L, 

ICOSL y Granzima B, lo cuales promueven tolerancia a tumores, aloantígenos y 
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antígenos inofensivos. Por lo tanto, se ha establecido que las pDC son potentes 

inductores de Tregs (7, 57). 

Así mismo, debido a su plasticidad funcional y capacidad inmunomoduladora, 

también se ha relacionado ampliamente a las pDC en la fisiopatogenia de algunas 

enfermedades autoinmunes asociadas a la presencia de autoanticuerpos anti-ADN 

y anti-nucleares, así como a una alta concentración de IFN-I circulante. Dichas 

enfermedades incluyen al Lupus Eritematoso Sistémico y Psoriasis, en las cuales 

se les relaciona debido a la presencia de una intensa activación de pDC con 

autoantígenos tales como inmunocomplejos con ácidos nucleicos propios o bien por 

NET’s, generando estos una alta producción y secreción de IFN-I potenciando una 

activación sostenida e induciendo la perdida de tolerancia y mecanismos de 

regulación.  

Por otra parte, las pDC desempeñan un papel fundamental en la inmunidad 

antitumoral a través de su capacidad para la presentación cruzada de antígenos 

tumorales a los LT e inducir una respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, bajo 

condiciones de un ambiente tumoral, se ha descrito mayormente el rol tolerogénico 

de las pDC al contribuir a la progresión del mismo, debido a la producción y 

liberación de moléculas pro-apoptóticas como Granzima B.  Por lo anterior, se ha 

relacionado la infiltración de pDC con un mal pronóstico en tumores. Las pDC que 

migran al microambiente tumoral posteriormente promueven una polarización de LT 

a Th2 proinflamatorios y Tregs, al igual inducen un perfil inmune regulatorio a través 

de la expresión de ICOSL y OX40L, esto por la frecuente secreción de IL-5, IL-13 e 

IL-10 en el microambiente tumoral.  El mecanismo que suprime la producción de 

IFN-I y de la capacidad Inmunogénica de la pDC en el tumor es mediante las 

citocinas TGF-β y TNF-α derivadas de las células tumorales (3, 17, 30). 

 

1.4 MECANISMOS DE REGULACION EN pDC. 
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La participación de las pDC el sistema inmune innato incluye la existencia de varios 

mecanismos para discriminar entre la presencia de ácidos nucleicos exógenos 

derivados de patógenos para activarse, de los ácidos nucleicos propios para evitar 

su activación. Dichos mecanismos incluyen la localización subcelular de TLR-7 y 

TLR-9 en vesículas endosomales, las altas concentraciones de DNAsa y RNAsa en 

el ambiente extracelular, las metilaciones que contribuyen a cubrir los motivos CpG 

del DNA propio y la concentración de estímulo requerida para activar a los TLRs de 

las pDC (57, 59). Por lo tanto, a continuación, se profundizará en aquellos 

mecanismos de inducción de tolerancia que se activan una vez que los mecanismos 

mencionados han sido superados. Los principales mediadores para la función 

tolerogénica de las pDC que se han descrito, han sido bajo microambientes 

tumorales y son IDO, PD-L1, TRAIL, OX40L, ICOSL y Granzima B.  

IDO es una enzima intracelular que cataliza la degradación del triptófano el cual es 

un aminoácido esencial para la supervivencia y procesos celulares. La degradación 

del triptófano conlleva a la producción de quinurenina y otros metabolitos. La 

depleción de triptófano induce arresto del ciclo celular de LT e incremento de sus 

apoptosis. La quinurenina y los demás metabolitos del triptófano son tóxicos para 

los LT, la quinurenina activa la transcripción de AhR (receptor de hidrocarburos de 

arilo) el cual induce la diferenciación y expansión de LT efectores a LTR  (10, 15, 

24, 39).  

ICOSL tiene un rol importante en la interacción pDC/LT y participa en la polarización 

de LT CD4 + a Tregs productores de IL-10, favorece la amplificación y capacidad 

inmunosupresora de Tregs (18, 35), o la producción de TGF-β e IL-6 promueve la 

actividad y polarización de LTR y Th17 concomitantemente.  

TRAIL, PD-L1 y Granzima B son factores inmunorreguladores que dotan a las pDC 

con capacidad citotóxica que inducen apoptosis en células blanco y suprime la 

proliferación celular (25, 57).   

A pesar de que se conocen algunas moléculas en las pDC involucradas en sus 

propiedades de inmunoregulación, aún existe un vacío en la identificación de los 

mecanismos particulares mediados por cada uno de los factores mencionados. 
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Además, como se ha mencionado, están principalmente descritos en procesos 

tumorales. Por lo anterior, prevalece la necesidad de identificar y describir la 

participación de moléculas y sus mecanismos que pudiesen estar participando en 

la inmunomodulación de las pDC bajo condiciones homeostáticas o de activación 

bajo ambientes inflamatorios. Un mecanismo de regulación que se ha descrito en 

Tregs y que es factible de analizar por su amplia distribución en células del sistema 

inmune es el halo purinérgico, el cual está conformado por las ectoenzimas 

CD39/CD73. 

 

1.5 HALO PURINÉRGICO CD39/CD73 COMO MECANISMO DE REGULACIÓN 

 

Los Tregs (CD4+, CD25+, Foxp3+) son una subpoblación de LT cuya función es la 

regulación e inhibición de la respuesta inmune. Los mecanismo de inmunosupresión 

e inducción de tolerancia de estas células son la producción y secreción de citocinas 

antinflamatorias como IL-10, TGF-β e IL-35; la eliminación de células blanco a través 

de Granzima y perforina, la expresión de moléculas de superficie como CTLA-4 y 

disrupción metabólica a través de la catálisis de ATP y generación de adenosina (5, 

16, 33).  

El ATP es un metabolito esencial para la vida, en condiciones normales se localiza 

de manera intracelular. Sin embargo, el ATP puede ser liberado en altas 

concentraciones a partir de células malignas, daño celular, estrés celular e hipoxia. 

Este ATP extracelular es un DAMP que modula el microambiente inflamatorio 

mediante señales purinérgicas. El ATP se une a receptores purinérgicos (P2XR y 

P2YR). Para regular las altas concentraciones extracelulares, el ATP se hidroliza 

para generar adenosina, la cual posee efectos de supresión. Este mecanismo está 

a cargo de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Fig 5) (1, 12, 23). 

La ectoenzima CD39 (ecto-nucleosido trifosfato difosfohidrolasa o E-NTPDasa 1), 

se localiza en la membrana celular con dos dominios transmembranales esenciales 

(N-terminal y C-terminal) para mantener la actividad catalítica y especificidad de 

sustrato (11, 16, 22).  Se encuentra expresado en Tregs, LB, monocitos, LT 
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CD4+/CD8+ y NK. Inicialmente esta molécula fue descrita como un marcador de 

activación de LB, sin embargo, en la actualidad se ha relacionado mayormente a un 

rol de inmunosupresión. La principal función de CD39 es hidrolizar ATP hasta 

convertirlo en AMP (6, 33, 37). 

La ectoenzima CD73 (ecto 5´nucleotidasa o Ecto 5´NTasa), es una proteína GPI 

localizada en la membrana celular. Posee 3 dominios N-terminal, C-terminal (sitio 

catalítico) y alfa hélice que une los dominios. La homodimerización de CD73, así 

como la unión de 2 iones zinc son necesarios para la actividad catalítica. Se 

encuentra expresada de forma extracelular de 1 – 5% de los Tregs, pero tiene una 

mayor presencia de manera intracelular. CD73 también se expresa en LB, LT 

CD4+/CD8+, NK, endoteliales y células mesenquimales. Esta molécula es 

altamente inducida por TGF-β, IL-6, IFN-I, ácido retinoico y la forma activa de la 

vitamina D (1, 5, 6, 11, 22, 41). La función de CD73 es catalizar la reacción terminal 

que consiste en hidrolizar AMP a Adenosina y fosfato inorgánico. CD73 también 

existe de forma soluble con una actividad similar a su forma unida (12, 16, 21, 33). 

Se han descrito incluso otras funciones para CD73 además de la eliminación de 

ATP, ya que puede participar como molécula coestimuladora para LT y su expresión 

en células endoteliales puede mediar la unión de linfocitos al endotelio (11).   

 



30 
 

 

Fig. 5 Mecanismo de "halo purinérgico para la generación de adenosina a partir de ATP. 

El ATP liberado al espacio extracelular por daño celular es reconocido e hidrolizado por CD39 para generar 
AMP, esta molécula es reconocida por CD73 para convertirla en Adenosina. La adenosina es reconocida por 
los receptores de adenosina (A2a) expresados en LT efectores y Tregs. La unión adenosina-A2a en LT 
incrementa las concentraciones de cAMP el cual favorece cambios en la señalización celular inhibiendo la 
proliferación y funcionalidad de estas células. En Tregs incrementa su capacidad inmunosupresora (6). 

 

Conjuntamente la expresión de CD39 y CD73 se le denomina “halo purinérgico” y 

se requiere la acción de las ectoenzimas para poder catalizar la conversión del ATP 

extracelular a adenosina (ADO). Debido a su reducido tiempo de vida media (solo 

segundos) la adenosina producida tiene un efecto local al ser reconocida por las 

células circundantes a través de sus receptores [ADORA (A1, A2a, A2b y A3)], los 

cuales estan presentes en varias células como los Tregs y LT. La activación del 

receptor A2a en LT produce una serie de respuestas que han sido categorizadas 

como inmunosupresoras (16, 37).  En LT efectores aumenta el cAMP que es un 

segundo mensajero el cual induce a la activación de proteína cinasa A (PKA) que 

regula negativamente la activación, proliferación y la producción de IL-2 (Fig. 5). La 
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señal inducida por PKA bloquea la interacción entre proteínas y la actividad 

enzimática de diferentes cinasas (ej. la inactivación de Lck), cuyo efecto mantiene 

inactivo el complejo NF-B, afecta vía de las MAPK y fosfolipasas (37). Estos 

mecanismos son los que conllevan a la inmunosupresión y estan mediados por la 

participación del halo purinérgico, cuyo efector principal es la generación de 

adenosina, al actuar sobre sus células blanco que expresa receptores de adenosina. 

De forma general, la interacción ADO/ADORA (principalmente A2a y A2b) favorece 

el incremento de cAMP intracelular, que, por una parte, regula la expresión de CD39 

extracelular en Tregs (56) y la activación de PKA. Este efecto está involucrado en 

diferentes vías de señalización favoreciendo el incremento de la capacidad 

inmunosupresora de los Treg, la inducción de anergia e inhibición de la proliferación 

de LT y la polarización de DC a fenotipo inmunosupresor (55). Estudios en DC de 

modelos murinos y derivadas de monocitos humanos han reportado que la 

señalización de ADO/ADORA induce un fenotipo tolerogénico de DC, ya que hay 

disminución en la secreción de citocinas pro-inflamatoria como IL-12 y TNF-α, pero 

un incremento de citocinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-β e IDO) y de factores 

angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (26, 42). 

Además se ha reportado que esta DC con características tolerogénicas suprimen y 

son deficientes en la activación de linfocitos CD8+ (13, 26). Lo anterior mencionado 

deja un panorama claro de la importancia de ADO en los mecanismos de regulación. 

En resumen, la ADO extracelular es producida principalmente por el mecanismo del 

halo purinérgico (CD39/CD73) y se ha demostrado la importancia de este 

mecanismo en Tregs (56), ahora bien, todo este sistema purinérgico (halo 

purinérgico, ADO y ADORA) al ser un mecanismo de regulación, sus alteraciones 

podría estar implicadas en la fisiopatogenia de algunos trastornos inmunitarios en 

donde los mecanismos inmunoreguladores estén alterados; como las 

enfermedades autoinmunes. 

Un punto relevante a considerar es que diferentes células pueden tener una 

expresión variable de CD39 y CD73. Esta expresión diferencial entre células podría 

ser un factor que influya en la funcionalidad e impacto del halo purinérgico bajo 
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diferentes condiciones tales como inflamación crónica, tumores, alergias y 

enfermedades autoinmunes en las cuales participan distintas células.  

Knight y colaboradores reportaron el rol del halo purinérgico (CD39/CD73) en la 

protección contra LES en un modelo murino. Los datos sugieren que la delecion de 

estas ectonucleotidasas se relacionan con los signos clínicos de la autoinmunidad 

del LES, tales como la esplenomegalia, niveles altos de anticuerpos anti-

ribonucleoproteinas (anti-RNP), expansión de LB, liberación de NET´s y niveles 

altos de DNA libre (27). Por otra parte, la conversión de ATP a ADO por el halo 

purinérgico en Tregs ha mostrado estar implicada en enfermedades como esclerosis 

múltiple, artritis y psoriasis. En Psoriasis los Tregs son funcionalmente deficientes 

en la supresión de la proliferación de LT efectores y se ha observado que un factor 

relevante para esta circunstancia son las diferencias en frecuencia y expresión de 

CD39/CD73 en Tregs de individuos sanos y pacientes con psoriasis. Por otro parte, 

no hubo correlación entre la severidad de la enfermedad y la expresión del halo 

purinérgico; sin embargo, estos datos sugieren que la menor expresión del halo 

purinérgico pudo ser un factor en el desarrollo de esta enfermedad (21). Sería 

importante investigar la relación que pudiese tener la expresión y la funcionalidad 

del halo purinérgico en otros tipos celulares y como estos podrían estar 

directamente involucrados en procesos de inmunomodulación en cada célula. 

Recientemente Von Glehn et. al evidenciaron la expresión de CD73 en pDC de 

médula ósea de pacientes con mieloma múltiple. Estas pDCs fueron puestas en 

contacto con las células de mieloma múltiple y su análisis reveló la expresión de 

CD73. Este efecto es descrito bajo un ambiente tumoral y puede deberse al 

ambiente antinflamatorio que se genera. A la par, los autores evaluaron su 

capacidad enzimática a través de la cuantificación de adenosina, para atribuirle el 

rol a CD73, bloquearon la molécula y observaron una disminución de su 

concentración (62). Dada las circunstancias del objetivo de este último trabajo, que 

fue realizado nuevamente bajo un ambiente tumoral y bajo un proceso de selección 

de pDC de médula ósea que podría incluir la contaminación de AS-DC al no cumplir 

con los estándares actuales de caracterización fenotípica; en este trabajo se 
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estableció como objetivo fundamental, la evaluación de la expresión de ambas 

ectoenzimas del halo purinérgico (CD39/CD73) en pDC de sangre periférica en 

donadores sanos, con la finalidad de valorar su funcionalidad en un ambiente 

homeostático y tras su activación. Lo anterior, hacia una perspectiva de evaluar el 

comportamiento de este mecanismo inmunorregulador en pDC, en procesos 

patológicos en donde estas células estén involucradas tales como las 

enfermedades autoinmunes. 

.  

1.6 ANTECEDENTES DIRECTOS 
 

Como parte de la línea de investigación de procesos inmunopatológicos 

involucrados en las enfermedades autoinmunes, en el laboratorio en donde se 

realizó este proyecto, se ha abordado la participación de las DC y sus características 

fenotípicas y funcionales que le confieren propiedades tolerogénicas. Como parte 

de esta línea, se ha hecho el análisis de DC tolerogénicas generadas in vitro a partir 

de monocitos humanos diferenciados en presencia de diferentes combinaciones de 

citocinas inmunosupresoras (IL-10, IL-10/TGF-β e IL-10/IL-6). El análisis de la 

expresión genética diferencial y evaluación funcional de algunas moléculas en estas 

células, reveló la sobreexpresión de varios genes involucrados en su capacidad 

tolerogénica. Uno de estos genes validados a nivel de proteína fue la ectoenzima 

CD39, cuya expresión correlacionó con una mayor producción de adenosina en las 

células dendríticas tolerogénicas producidas en la presencia de IL-10/TGF-β (60). 

Estos resultados dieron pauta para evaluar la expresión de CD39 en DC humanas 

y su probable participación en el balance inmunomodulador de estas células. Por lo 

anterior, se evaluó y se demostró por primera vez, la expresión de CD39 en pDC 

humanas de sangre periférica de individuos sanos. Así mismo, al estar estas células 

involucradas en la fisiopatogenia de varias enfermedades autoinmunes, 

posteriormente se realizó un análisis comparativo entre individuos sanos y 

pacientes con LES, pareado en edad y género. Los resultados de este estudio 

revelaron que la expresión de CD39 es homogénea, fluctuando en una frecuencia 
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del 20% en pDC de personas sanas; mientras que, en los pacientes con LES, se 

encontraron dos grupos de pacientes: uno con una expresión de CD39 en pDC 

similar a los individuos sanos y otro grupo que poseía una mayor expresión de la 

proteína. Aunque no fue posible evaluar la probable correlación de la expresión de 

CD39 en pDC con parámetros clínicos de los pacientes, el comportamiento 

observado pudo haber estado relacionado con el estado de activación de la 

enfermedad.  

Recientemente, se describió la expresión y actividad de CD73 en pDC de medula 

ósea de pacientes con mieloma múltiple bajo un ambiente antitumoral (62). Dichos 

resultados fueron controversiales debido a que el método de purificación de pDC no 

cumplió con los estándares actuales y dicho análisis pudo haber estado afectado 

por la presencia de AS-DC que se encuentran más representadas en médula ósea.  

Dadas las evidencias actuales, y la relevancia del halo purinérgico (CD39/CD73) 

como mecanismo inmunoregulador en múltiples células del sistema inmune, 

prevalece la necesidad de evaluar su expresión y funcionalidad en pDCs humanas.  

 

1.7 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

Las DC son células presentadoras de antígeno con alta plasticidad para poder 

modular tanto respuestas inmunes tolerogénicas como inmunogénicas. En la 

actualidad, se han descrito diversos mecanismos que participan en la modulación 

de estas respuestas. Sin embargo, las DC están conformadas por varias 

subpoblaciones dentro de las cuales el objeto de estudio de este proyecto son las 

pDC. Las pDC están especializadas en la respuesta inmune antiviral con la 

producción de altas cantidades de IFN-I sin embargo esta misma característica las 

ha involucrado en el desarrollo de varias patologías en los que se sugiere una 

posible alteración en sus mecanismos de regulación. Existen diversos mecanismos 

de regulación tales como IDO, IL-10, TGF-β y la producción de adenosina que se 

han descrito en otras células del sistema inmune como en los Tregs principalmente.  

En particular, la generación de adenosina a partir de ATP se da a través del halo 
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purinérgico (CD39/CD73), inhibiendo la proliferación de LT.  Este último mecanismo 

no se ha sido descrito en las pDC. En un trabajo previo de nuestro laboratorio se 

demostró por primera la expresión en pDC de una de las  ectoenzimas del halo 

purinérgico (CD39) y se puso en evidencia su expresión diferencial en pDC de 

sangre periférica de pacientes con LES, Por lo tanto prevalece la necesidad de 

evaluar la expresión y funcionalidad de ambas moléculas del halo purinérgico para 

catalizar la conversión de ATP a adenosina en pDCs de sangre periférica, así como 

su contribución en las capacidades inmunomoduladoras sobre LT de estas células.  

 

1.8 JUSTIFICACIÓN 

 

Las pDC están involucradas en la respuesta inmune antiviral debido a su alta 

expresión de TLR-7 y TLR-9 que reconocen ssRNA y dsDNA (CpG) 

respectivamente y alta secreción de IFN-α. Por otra parte estas mismas 

características favorecen su participación en la pérdida de tolerancia a 

autoantígenos en algunas enfermedades autoinmunes. A pesar del amplio 

conocimiento de moléculas que participan en la función inmunomoduladora de las 

pDC, aún persisten vacíos funcionales que podrían ser descritos. 

Recientemente, bajo un método de purificación de células de médula ósea que 

podría incluir la presencia de AS-DC, se reportó la expresión de CD73 y su 

capacidad para producir adenosina en pDC de pacientes con mieloma múltiple. 

Antecedentes directos en nuestro laboratorio puso en evidencia una mayor 

expresión de CD39 en DC derivadas de monocitos con función tolerogénica y se 

describió la expresión de CD39 en pDC obtenidas de donadores sanos y pacientes 

con LES.  

Dado que el halo purinérgico (CD39/CD73) es un mecanismo de inmunosupresión 

descrito en células T reguladoras (Tregs) y se distribuye ampliamente en células del 

sistema inmune, surge la necesidad de analizar su expresión y funcionalidad con el 
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fin de determinar su contribución en la actividad inmunomoduladora de las pDCs 

humanas de sangre periférica. 

 

1.9 HIPÓTESIS. 

 

El halo purinérgico (CD39/CD73) se expresa y participa en la actividad 

inmunomoduladora de las pDCs humanas de sangre periférica. 

 

2. OBJETIVOS. 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL. 

Analizar la expresión y funcionalidad del halo purinérgico (CD39/CD73) en la 

actividad inmunomoduladora en pDC humanas de sangre periférica. 

2.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

1. Analizar la presencia de CD73 y su coexpresión con CD39 en pDC de 

donadores sanos. 

2. Evaluar la expresión de las moléculas CD39/CD73 en pDC tras su activación 

con un agonista de TLR-7 (R848). 

3. Cuantificar la producción de adenosina como producto de la actividad 

enzimática del halo purinérgico en pDC. 

4. Evaluar la contribución del halo purinérgico en la actividad 

inmunomoduladora de las pDC.  

. 

 

 

 



37 
 

3. ASPECOS METODOLÓGICOS 

 

3.1 DISEÑO DE TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION. 

Para el desarrollo de este trabajo se realizó una revisión bibliográfica, análisis 

experimental, observación y deducción. 

3.2 POBLACIÓN Y MUESTRA. 

Debido a que no se trata de un estudio epidemiológico, sino descriptivo y 

observacional, el número de individuos analizados estuvo limitado a la descripción 

reproducible de los fenómenos analizados en células humanas: 

Población:  

 19 donadores sanos  

Muestra: 200 ml de sangre total periférica con EDTA. 

               50 ml de sangre total periférica con Heparina. 

3.2.1 CRITERIOS DE INCLUSIÓN. 

 Personas sanas, sin manifestaciones clínicas de alguna enfermedad 

autoinmune, ni alguna otra enfermedad inflamatoria asociada al momento de 

la toma de muestra. 

 Valores de Proteína C Reactiva (PCR) ≤ 0,3 mg/dL. 

 Parámetros normales en un estudio de Biometría Hemática Completa.  

 Autorización mediante la firma del consentimiento informado.   

3.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN. 

 Individuos con afecciones, neoplasias u otra enfermedad crónica o que 

cuenten con antecedentes familiares de alguna enfermedad autoinmune.  

 Valores de Proteína C Reactiva (PCR) superiores ≥ 0,3 mg/dL. 

 Parámetros alterados en un estudio de Biometría Hemática Completa.  

 Personas que no autoricen su participación en el estudio. 
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3.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACIÓN. 

Toda complicación técnica y metodológica que impida garantizar la conservación y 

procesamiento de las muestras o toda condición experimental que revele la 

presencia de alguna inflamación subclínica que impida la interpretación de los 

resultados. 

3.3 TIPO DE ESTUDIO. 

Observacional, Descriptivo, Analítico, Experimental, Evaluativo y Transversal. 

 

3.4 TÉCNICAS DE ANÁLISIS 

 

3.4.1 Obtención de muestra. 

Se obtuvieron 200 ml de sangre periférica con anticoagulante (EDTA) de 17 

donadores para aislamiento de pDC y 50 ml de sangre periférica con anticoagulante 

(Heparina) de 2 donadores para aislamiento de linfocitos T. Las muestras obtenidas 

fueron bajo consentimiento informado y autorización de los donadores sanos 

voluntarios (Anexo 10.1). Se realizaron biometrías hemáticas (Anexo 10.2) y 

proteína C reactiva para descarta procesos inflamatorios en los donadores de 

muestras. 

3.4.2 Purificación de PBMC. 

Las PBMC se obtuvieron de sangre periférica por un gradiente de densidad Ficoll 

(1,077 g/l, Lymphoprep), este se sometió a centrifugación (320g / 30min /T° 

ambiente). Después de la centrifugación, las PBMC se localizaron en la interface 

por encima de los eritrocitos. 

Se realizaron lavados a las PBMC con D-PBS 1x (Dulbecco's PBS, Caisson Labs) 

para remover el exceso de Ficoll, esto sometiendo a centrifugación (300g / 10min / 

T° ambiente). El número de células y la viabilidad fueron evaluados con Azul de 

Tripano (0.4%, Sigma). 
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3.4.3 Aislamiento de pDC y linfocitos T CD4+. 

Para el aislamiento de pDC se realizó la separación magnética por sistema MACS 

(Magnetic Cell Sorting) con selección positiva, las PBMC se marcaron con el kit de 

anticuerpo asociado a microesferas magnéticas [CD304 (BDCA-4/Neuropilin-1) 

MicroBead Kit human, Miltenyi Biotec].  

Los linfocitos CD4+ fueron aislados de PBMC con el sistema MACS por selección 

negativa (CD4+ T Cell Isolation Kit human, Miltenyi Biotec). Al finalizar la separación 

se realizó conteo celular y se evalúo la viabilidad de las células con azul de tripano 

0.4%. 

3.4.4 Análisis fenotípico e identificación de CD73 y su coexpresión con 

CD39 en pDC.  

Las pDC aisladas se marcaron con 7-AAD para evaluar viabilidad,  para su análisis 

fenotípico se marcaron con mAb de linaje BDCA-2/FITC (clona IS5-21F5, Miltenyi 

Biotec), CD123/Alexa Fluor 700 (clone 6H6, BioLegend) y CD4/VioBlue (clone 

REA623, Miltenyi Biotec); CD33/APC (clone REA775, Miltenyi Biotec) para pre-DC; 

para evaluar maduración y activación con CD40/PE (clona HB14, Miltenyi Biotec); y 

el marcador de interés CD73/Pacific Blue (clona AD2, BioLegend) para evaluar su 

co-expresión con CD39/APC (clona REA739, Miltenyi Biotec) del Halo Purinérgico 

por citometría de flujo (MACSQuant 10, Miltenyi Biotec). El marcaje de las pDC con 

los anticuerpos se realizó en Buffer Facs (azida de sodio 1% y plasma 

descomplementado 10% en D-PBS), 15 min/4°C/oscuridad. Se fijaron las células 

con buffer de fijación (paraformaldehído 2% en D-PBS), conservándose en frío y 

protegidos de la luz hasta su análisis. Los datos fueron analizados en el software 

FlowJo Tree Star (BD). 

3.4.5 Identificación de CD73 en pDC por microscopia de fluorescencia. 

En placa de 24 pozos se depositaron cubreobjetos (10x10 mm) previamente 

tratados con alcohol etílico al 70%, en la placa se agregó D-PBS, posterior a 15 

minutos fue retirado, colocamos 10 µl de Poly-L-Lysine 0.01% (Sigma) sobre cada 

cubreobjeto para favorecer la adherencia de las células. Una vez seco los 

cubreobjetos, irradiamos la placa con UV/15 min. 2x104 pDCs resuspendidas en 300 
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µl medio de cultivo RPMI 1640 (Corning) suplementado (10% FBS, 2mM L-

glutamina, 1mM piruvato de sodio, 10mM aminoácidos no esenciales, 1% 

antibiótico/antimicótico and 2-β mercaptoetanol 50nM) fueron colocados en cada 

pozo con cubreobjetos. Incubamos 1h/37°C/5% CO2. Retiramos medio de cultivo y 

agregamos 300 µl de buffer de fijación (paraformaldehído 4% en D-PBS) 30 minutos 

a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con D-PBS agregando 

posteriormente buffer de bloqueo (plasma descomplementado 10% en D-PBS) 1h 

temperatura ambiente. Para la tinción intracelular se permeabilizaron las células con 

Tritón X-100 0.1% 10 minutos, se lavaron los pozos y posteriormente se agregó 

buffer de bloqueo. Para el marcaje se añadió el anticuerpo primario Anti-CD73 

(Clona 7G2, Abcam) en una relación 1:50 y posteriormente el anticuerpo secundario 

Alexa Flúor 488 (marca) en relación 1:400 en buffer de tinción (albumina 1% en D-

PBS) ase incubo toda la noche. Se realizaron lavados para retirar el exceso de 

anticuerpo y los cubreobjetos fueron colocados en portaobjetos con 3 µl de solución 

de montaje Fluoroshield con DAPI (Sigma). Se cubrió con esmalte las orillas y se 

conservó a -20°C. En el microscopio de fluorescencia Observer.Z1 (Zeiss) se realizó 

la captura de las imágenes en 5 puntos de cada cubreobjetos (4 extremos y el 

centro). El análisis de las imágenes se realizó en el software Fiji ImageJ. 

 

 

 

 

3.4.6 Estimulación de pDC con R848 (agonista TLR-7). 

Las pDC (2x104 células) fueron resuspendidas en medio de cultivo RPMI1640 

(Corning) suplementado (10% FBS, 2mM L-glutamina, 1mM piruvato de sodio, 

10mM aminoácidos no esenciales, 1% antibiótico/antimicótico and 2-β 

mercaptoetanol 50nM) en placa de 96 pozos. Para inducir la activación de las pDCs, 

estas fueron pulsadas con R848 (2.5 µg/ml, Invivogen). Para favorecer la 
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sobrevivencia de las pDC en todos los tratamientos se agregó IL-3 (10 ng/ml, 

Miltenyi Biotec). Estimulación se realizó incubando 24 h / 37 ° C / 5% CO2. 

 

 

 

Las pDC sin estimulación o recién purificadas, las pDC con IL-3 y las pDC 

estimuladas fueron recolectadas para su análisis por citometría de flujo (CD40, 

CD39 and CD73).  

3.4.7 Cuantificación de IFN-α.  

Después de 24 horas de estimulación de las pDC en cultivo, el sobrenadante fue 

recolectado y almacenado a -20°C hasta la detección de IFN-α (Invitrogen) por 

ELISA de acuerdo a las especificaciones del fabricante. 

3.4.8 Cuantificación de adenosina. 

Para evaluar la actividad enzimática del halo purinérgico, el primer paso fue la 

determinación del punto máximo de expresión de CD73 en las pDC estimuladas con 

R848 por medio de una cinética. Ya establecido el tiempo óptimo de mayor 

expresión de CD73, 5x104 pDCs se sometieron a dos condiciones, en ausencia y 

presencia de anticuerpo neutralizante anti-CD73 (10 µg/ml, Clona 7G2, Abcam) en 

medio de cultivo incubando 1h/37°C/5%CO2, terminado el tiempo de incubación se 

realizó lavado para eliminar el exceso de anticuerpo y posteriormente se adiciono 

ATP (100 µM, Sigma) a pDC resuspendidas en medio de cultivo suplementado sin 

2-β mercaptoetanol incubando 1h/37°C/5%CO2 para la generación de adenosina. 

Los sobrenadantes fueron recolectados para realizar el ensayo de detección de 

adenosina (Cell Biolabs) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La 

cuantificación de adenosina fue determinada por fluorometría (Synergy™ HTX). 

3.4.9 Proliferación y activación de linfocitos T. 

IL-3 
IL-3 

+ 
R848 
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Linfocitos T CD4+ aislados de las PBMC fueron teñidos con CFSE (10 µM, 

Invitrogen) para evaluar proliferación por el método de dilución de CFSE por 

citometría de flujo. Para la reacción leucocitaria se co-cultivaron linfocitos T teñidos 

con pDC alogénicas sin estimular, estimuladas con R848 y estimuladas con 

tratamiento de anticuerpo neutralizante anti-CD73, en una relación 1:5 [pDC 

(20,000: linfocitos T (100,000)] incubando por 5 días/37°C/5%CO2. 

 

 

 

 

Para analizar el estado de activación de los linfocitos T, posterior al cocultivo las 

células fueron recolectadas y marcadas con CD25/PE (clona 2A3, BD Bioscience) 

para su análisis por citometría de flujo (LSRFortessaTM, BD Biosciences). 

3.4.10 Análisis estadístico. 

 Estadística descriptiva mediante análisis de frecuencias, promedio y 

desviación estándar para variables cuantitativas. 

 Test de normalidad de Shapiro-Wilk y prueba de rango con signo de pares 

emparejados de Wilcoxon para datos no paramétricos. 

 Para analizar y graficar fue usado el software GraphPad Prism 7.0. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Aislamiento de células dendríticas plasmacitoides humanas de sangre 

periférica. 

Posterior a la separación magnética, la viabilidad y conteo de las células se realizó 

con el fin de determinar el número de células a teñir con anticuerpos fenotípicos 

para su análisis por citometría de flujo. 

4.1.1 La separación magnética doble incrementa la pureza de las pDC 

obtenidas, sin afectar su viabilidad. 

Para el aislamiento de las pDC se realizó la separación magnética por selección 

positiva con BDCA-4. Además, considerando que posterior a la caracterización 

fenotípica se realizarían ensayos funcionales, se decidió realizar una simple y una 

doble separación magnética para evaluar las diferencias en el incremento de pureza 

de estas células.  El análisis se llevó a cabo por citometría de flujo en el MACSQuant 

10 (Miltenyi Biotec), los datos obtenidos en formato mqd se analizaron en Flowjo 

software. Se evaluó el marcador fenotípico en pDC BDCA-2. 

 Resultados de una separación magnética 

El análisis de un total de 10 aislamientos de pDC utilizando solo una separación 

magnética selección positiva revelaron la obtención de una población claramente 

definida como células BDCA-2+ con un porcentaje promedio del 55.59 % (19.4) con 

una MFI de 8.9 (2.8). (Fig. 6) Estos resultados indicaron que una sola purificación 

es suficiente para aislar las células para el análisis fenotípico (CD40, CD39 y CD73), 

pero pusieron de manifiesto la necesidad de incrementar la pureza para la 

realización de ensayos funcionales.   
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Fig. 6 Expresión BDCA-2+ en pDC aisladas de una separación magnética. 

Dot plot e histogramas representativos de 10 experimentos. 

 

Considerando que el número de pDC en sangre periférica es relativamente bajo 

(0.2 % de las PBMC), se complica la obtención de una población con alta pureza, y 

enfocándose hacia el objetivo de incrementar la pureza para posteriores ensayos 

funcionales, se optó por realizar una segunda separación celular magnética positiva. 

 Resultados de la doble separación magnética. 

 

Fig. 7 Expresión BDCA-2+ en pDC aisladas de doble separación magnética. 

Dot plot e histogramas representativos de 4 experimentos. 

 

El análisis de 4 aislamientos de pDC realizando una doble separación se obtuvo en 

promedio un porcentaje de células BDCA-2+ de 88.12% (2.02) y una MFI de 6.29 
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(2.61). (Fig. 7) Estos resultados indican que se obtiene un incremento en la pureza 

y es óptima para los ensayos funcionales posteriores. 

Con la finalidad de evaluar el efecto sobre la viabilidad de uno o dos procedimientos 

de separación magnética, se evaluó este parámetro por el método de exclusión con 

azul de tripano, revelando una viabilidad de 99.0% ± 1 por separación simple y de 

99.0 ± 3 en los procesos de separación doble, sin diferencias significativas entre 

ambos métodos.  

4.1.2 El análisis de tamaño y complejidad de las pDC purificadas de sangre 

periférica revela la presencia de dos poblaciones BDCA-2+. 

En las pDC obtenidas por una simple y doble separación se observó un fenómeno 

reproducible, la presencia de dos poblaciones de células BDCA-2+ (pDC), una de 

menor complejidad “pDC A” y otra de mayor complejidad “pDC B” (Fig. 8). El 

porcentaje promedio correspondiente a pDC A es 96.5% y para pDC B 3.5% de 

células BDCA-2+, y respecto a la expresión promedio de BDCA-2 en la población 

de menor complejidad 8.65 (5.14) y en la población de mayor complejidad 12.59 

(6.77). Los resultados indican una mayor expresión de BDCA-2 en las pDC de 

mayor complejidad. Además, la subpoblación de mayor complejidad se ha denotado 

mayormente definida en algunos experimentos lo que sugiere que la presencia de 

esta población varía entre los diferentes individuos. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Dos poblaciones de células BDCA-2+. 

De acuerdo a la expresión de BDCA-2 se forman dos poblaciones una de menor complejidad (rojo) y otra de 

mayor complejidad (azul). 
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Esta apreciación de las subpoblaciones dio pie a realizar un análisis y establecer si 

las subpoblaciones se deben a: diferente estado de maduración en las pDC o a la 

presencia de pDC y AS-DC. Las AS-DC comparten algunos marcadores fenotípicos 

con las pDC (BDCA-2+, BDCA-4+ y CD123+), a pesar de ello hay marcadores 

diferenciales en ellas, las pDC presenta mayoritariamente CD4+ y las AS-DC son 

CD33+. Por lo tanto, se analizaron estas subpoblaciones en detalle para 

caracterizarlas y tomar en cuenta los resultados para el análisis de los marcadores 

de interés (CD39/CD73) de este proyecto. 

4.1.3 Las subpoblaciones de células BDCA-2+ corresponden a diferentes tipos 

celulares pDC y AS-DC. 

Para la caracterización fenotípica de las subpoblaciones se realizaron separaciones 

magnéticas simples con BDCA-4. Se establecieron las subpoblaciones basadas en 

el tamaño y complejidad en las células BDCA-2+. Los resultados representativos de 

3 experimentos se muestran a continuación. El análisis se realizó en el citómetro 

FACS Aria III (BD) y se analizaron los formatos fcs en Flowjo software. 

Se definen y seleccionan las subpoblaciones BDCA-2+ de acuerdo al tamaño y 

complejidad. 
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Fig. 9 Análisis de expresión de BDCA-2 en subpoblaciones de pDC. 

Se define la población de células BDCA-2+ de acuerdo a su tamaño y complejidad, se establecen dos 

subpoblaciones, una de menor complejidad "pDC A" y otra de mayor complejidad "pDC B" (A). La subpoblación 

pDC A (rojo) muestra un mayor enriquecimiento del número de células BDCA-2+, sin embargo, la subpoblación 

pDC B (azul) tiene una mayor expresión de la molécula BDCA-2 (B). 

 

En promedio relativo a la frecuencia de BDCA-2+, se obtuvo 93.63% (0.30) para 

pDC A y 6.39% (0.30) para pDC B, con un valor de p=1.62x10-5 (p=  0.05 diferencia 

significativa) Con estos resultados se estableció que la población de menor 

complejidad esta mayormente enriquecida de células BDCA-2+. Sin embargo, la 

expresión de este marcador mostro una expresión mayor en la subpoblación pDC 

B. Los datos del promedio de expresión son MFI 2194 (407.3) para pDC A y 2769.6 

(385.5) para pDC B, no hubo diferencia significativa p=0.007. A pesar que pDC A 

esta mayormente enriquecida por células BDCA-2, hay mayor expresión de esta 

molécula en pDC B. 
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 Resultados del análisis de CD123 en las subpoblaciones de pDC. 

CD123 es un marcador fenotípico de pDC, sin embargo, también está presente en 

células inmaduras como es el caso de AS-DC, por lo tanto, se evaluó este marcador 

para establecer la población de pDC y tomando en cuenta lo anterior, determinar 

las diferencias de expresión de CD123 en las subpoblaciones de células BDCA-2. 

Se establecieron los controles para CD123 en pDC A y pDC B (Fig.10A), se observó 

en los dot plots que no hay diferencias entre las subpoblaciones en lo respectivo a 

la frecuencia de CD123 (Fig.10B). De los 3 experimentos realizados, en promedio 

se obtuvo 97.66% (1.88) para pDC A y 96.11% (0.85) para pDC B; tampoco hubo 

diferencia significativa estadística, p=0.42. En lo que refiere a la expresión de este 

marcador, no hubo diferencia significativa estadística p=0.079; en promedio se 

obtuvo una MFI de 588.33 (124.61) para pDC A y 1516.66 (368.05) para pDC B; 

sin embargo, se observa una tendencia de mayor expresión de CD123 en la 

subpoblación de mayor complejidad pDC B (Fig.11). 

Ya definida la población fenotípica pDC (BDCA-2+ y CD123+), se analizó el 

marcador CD40 en estas células. Para el proyecto solo se analizó este marcador 

para evaluar el estado de maduración de las subpoblaciones de pDC. 
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Fig. 10 Frecuencia de CD123 en subpoblaciones de pDC. 

A) Dot plots control para CD123 en BDCA-2+ en pDC A y pDC B. B) Células positivas para CD123 en pDC A y 

pDC B, aproximadamente más del 96 % de las células son CD123+ en ambas subpoblaciones. n=3. 
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Fig. 11 Frecuencia y expresión de CD123 en subpoblaciones. 

La subpoblación pDC A (rojo) y pDC B (azul) no mostraron diferencias en lo respectivo a la frecuencia de 

CD123+ (grafica izquierda). Relativo a la expresión, no hubo diferencia significativa entre las subpoblaciones, 

pero se observa una tendencia de mayor expresión de CD123 en la subpoblación pDC B (grafica derecha). n=3. 
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 Resultados del análisis de CD40 en las subpoblaciones 

Una de las hipótesis que se establecieron en este proyecto para determinar la 

posible explicación de las subpoblaciones de pDC, fue que estas subpoblaciones 

se observan porque las pDC presentan un estado de maduración diferente. Como 

sabemos durante su trayecto las pDC reciben estímulos que favorecen su 

maduración lo cual podría generar cambios en su morfología y por ende cambios 

en tamaño y complejidad. 

Para evaluar el estado de maduración evaluamos CD40 en la subpoblación de pDC 

(BDCA-2+ y CD123+). 

 

Fig. 12 Frecuencia de CD40 en subpoblaciones de pDC. 

A) Dot plots control para CD40 y CD123 en pDC A (izquierda) y pDC B (derecha). B) Dot plots de la frecuencia 

de CD40 en pDC A y pDC B. La presencia de CD40 fue mayor en la subpoblación pDC A. Se observó diferentes 

niveles de frecuencia de CD40 en ambas subpoblaciones, por lo tanto, se establecieron los grupos CD40-, 

CD40low y CD40high. n=3. 
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Para el analisis de CD40 se establecieron los controles para las subpoblaciones 

pDC A y pDC B (Fig.12A). Como se aprecia en los dot plots representativos 

(Fig.12B) la presencia de CD40 es mayor en la subpoblación pDC B. Los resultados 

de la frecuencia de CD40 en promedio se obtuvo 41.47% (17.85) para pDC A y 

67.11% (26.37) para pDC B. No hubo diferencia significativa p=0.05 (p=0.05 

diferencia significativa). En lo referente a la expresión de CD40 en promedio se obtuvo 

una MFI de 1102.66 (708.63) para pDC A y 6817.66 (4353.04) para pDC B, 

p=0.13. A pesar de que no hay diferencia significativa, se observa una tendencia de 

mayor expresión de CD40 en la subpoblación de mayor complejidad (Fig.13).  
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Fig. 13 Frecuencia y expresión de CD40 en subpoblaciones de pDC. 

Se observa que entre las subpoblaciones pDC A (rojo) y pDC B (azul) hay una mayor frecuencia de CD40 en 

pDC B (grafico izquierdo). Relativo a la expresión de CD40, no hubo diferencia significativa entre las 

subpoblaciones, pero se observa una tendencia de mayor expresión de este marcador en la subpoblación pDC 

B (gráfico derecho). n=3. 

 

Por otra parte, de los experimentos realizados se evidenció que habia diferentes 

niveles de expresion de CD40 en ambas pDC A y pDC B, por ello se establecieron 

los grupos de células CD40 negativo (CD40-), CD40low y CD40high (Fig.12B). Los 

resultados de frecuencia de estos grupos CD40 en pDC A son de 58.39% (17.62) 

para CD40-, 29.53% (15.44) para CD40low y 11.88% (2.85) para CD40high; 

mientras que los resultados en la subpoblacion pDC B son 32.89% (26.37) para 
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CD40-, 21.26% (11.99) CD40low y 45.80% (17.28) CD40high. Cabe mencionar 

que el grupo de CD40- se encuentra mas enriquecido en la subpoblacion pDC A, 

caso contrario en pDC B el grupo mas enriquecido es CD40 high. 

Con los resultados obtenidos, se sugiere que la subpoblacion pDC B de mayor 

complejidad pudiese tener un mayor estado de maduracion, sin embargo aun falta 

valorar la segunda hipotesis pDC vs AS-DC, para esto se evaluaron los marcadores 

CD4 y CD33 en las subpoblaciones, ademas de considerarse los diferentes niveles 

de CD40 para este mismo. 

 Resultados del analisis de CD4 (pDC) y CD33 (AS-DC) en 

subpoblaciones de pDC. 

En los diferente niveles de CD40 (CD40-, CD40low y CD40high) en pDC A y pDC B 

se analizaron los marcadores CD4 y CD33 para evaluar la hipotesis de pDC vs AS-

DC. CD4 se expresa en pDC y CD33 se expresa en otros tipos de DC como AS-DC 

pero ausente en pDC. 

En el analisis general de subpoblaciones se obtuvo en promedio de frecuencia de 

CD4, 83.06% (4.27) para pDC A y 47.24% (25.70) para pDC B, no se observo 

diferencia significativa p=0.10 (p=0.05 diferencia significativa). En cuanto a la 

expresión de este marcador se obtuvo en promedio MFI 964.33 (357) para pDC A 

y 1104.33 (843.42), de igual manera no hay diferencia significativa p=0.67, pero se 

observó una tendencia que pDC A son principalmente células CD4+ aunque hay 

una mayor expresión de este marcador en pDC B (Fig.14A). En el análisis general 

de CD33 en las subpoblaciones, se obtuvo en promedio de frecuencia 23.96% 

(21.47) para pDC A y 61.76% (21.04) para pDC B, p=0.50. Relativo a la expresión 

de CD33 en promedio se obtuvo MFI 245.9 (292.80) para pDC A y 4196 (4184.75) 

para pDC B, p=0.22, no hay diferencia significativa sin embargo se aprecia una 

tendencia de mayor expresión de CD33 en pDC B (Fig.14B). Cabe mencionar que 

que de 3 donadores sanos analizados, dos donadores se comportaron de manera 

similar en cuanto a la expresión de CD33, y el otro donador reporto datos diferente 

a los dos primeros, esto condujo a una dispersión de los datos muy amplia.  
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Fig. 14 Frecuencia y expresión de CD4 y CD33 en subpoblaciones de pDC. 

A) Frecuencia de CD4 en pDC A (rojo) y pDC B (azul), observamos una tendencia de mayor presencia de CD4 

en pDC A (grafico izquierdo), sin embargo, no hubo diferencias en la expresión de CD4 en las subpoblaciones 

(grafico derecho). B) Frecuencia de CD33 en las subpoblaciones pDC A y pDC B (grafico izquierdo) y expresión 

de este marcador (grafico derecho), en ambos gráficos observamos que hay una tendencia de mayor frecuencia 

y expresión de CD33 en pDC B, sin embrago no hubo diferencia estadística significativa. n=3. 

 

Por otra parte, se analizó la frecuencia de CD4 y CD33 en los diferentes niveles de 

CD40 en las subpoblaciones, donde se apreció que la mayor frecuencia de CD4 

corresponde a la subpoblación pDC A y que la mayor frecuencia de CD33 se 

evidencia en pDC B, esto independientemente del nivel de CD40 (Fig.15). 
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Fig. 15 Co-expresión de CD4 y CD33 en subpoblaciones de pDC en diferentes niveles de CD40. 

A) Dot plots control y de frecuencia de CD4 y CD33 de la subpoblación pDC A en CD40-, CD40low y CD40high. 

Observamos que las células de esta subpoblación son en su mayoría CD4+ con poca presencia de co-expresión 

de CD33. B) Dot plots control y de frecuencia de CD4 y CD33 de la subpoblación pDC B en CD40-, CD40low y 

CD40high. A diferencia de la subpoblación pDC A, en pDC B observamos que esta subpoblación posee una 

mayor presencia de CD33. Sim embargo también hay una co-expresión elevada de CD4. n=3. 
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Los resultados que se obtuvieron para la frecuencia de CD4 en CD40- son en 

promedio 91.66% (1.76) para pDC A y 78.71% (8.60) para pDC B, p=0.12; en 

CD40low 85.96% (3.76) para pDC A y 68.17% (21.37) para pDC B, p=0.22; y en 

CD40high 45.33% (21.57) pDC A y 22.09% (18.08) pDC B, p=0.22. Por otro lado 

los resultados promedio de la frecuencia de CD33 en CD40- son 30.70% (21.75) 

para pDC A y 76.69% (16.87) para pDC B, p=0.07; en CD40low 14.16% (16.01) 

pDC A y 71.46% (11.05) pDC B, p=0.009; y en CD40high 9.58% (12.20) pDC A y 

47.69% (20.01) pDC B, p=0.035. Como se describió anteriormente, en el caso del 

análisis del marcador CD33 dos donadores se comportaron de manera similar, sin 

embargo, el tercer donador muestra datos que se traducen a una amplia dispersión 

de datos, a pesar de esto se puede observar que la tendencia de frecuencia de 

CD33 es mayor en pDC B (Fig. 16). 

De acuerdo a los datos obtenidos de CD4 y CD33 en los diferentes niveles de CD40, 

se observó que la subpoblación pDC A CD40- son mayoritariamente CD4, mientras 

que las CD40low/high muestran mayor presencia de CD33. Por otro parte en la 

subpoblación pDC B se observó una presencia similar de la molécula CD4 a pDC 

A, pero en pDC B hay menor frecuencia, caso contrario a CD33, que, 

independientemente de los diferentes niveles de CD40 se observa la presencia 

permanente de CD33 en pDC B en comparación a pDC A (Fig. 15 y 16). 

Con estos resultados se sugiere que la subpoblación de pDC de mayor complejidad 

(pDC B) corresponde a las AS-DCs, que como hemos visto, comparten marcadores 

fenotípicos con las pDC, la diferencia es que las AS-DCs son células CD33+. Otra 

característica que las diferencia es su funcionalidad, ya que AS-DC no producen 

IFN-α.  



56 
 

 

Fig. 16 Frecuencia de CD4 y CD33 en subpoblaciones de pDC en los diferentes niveles de CD40. 

La frecuencia de CD4 es similar entre pDC A (rojo) y pDC B (azul), no se observó diferencia significativa, pero 

la presencia de este marcador es ligeramente mayor en pDC A, por otro lado de acuerdo a los niveles de CD40, 

se observa que las subpoblaciones de pDC´s CD40- presentan una mayor frecuencia de CD4 (grafico superior). 

La frecuencia de CD33 fue marcablemente mayor en la subpoblación pDC B que en pDC A independientemente 

de los niveles de CD40 (grafico inferior). n=3. 

 

A la par se sugiere que las diferencia en la tendencia de expresión de CD40 en las 

subpoblaciones se deba a las diferencias celulares pDC/AS-DC; sin embargo, no se 

descarta que pudiese existir presencia de pDC con diferente estado de maduración. 

Para el establecimiento de nuestra población de pDC (Fig. 17), tras la doble 

separación se validó la viabilidad de las células con 7AAD. Se analizaron en células 

vivas (7AAD-) los marcadores fenotípicos BDCA-2, CD123, CD4 y CD33. 

Considerando el fenotipo pDC BDCA-2+/CD123+/CD4+/CD33-. Se descartan los 

análisis futuros en la población correspondiente a las AS-DC ya que representa un 

poco porcentaje de las células purificadas, en promedio 11.40% (7.9).  
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Fig. 17 Establecimiento de la población de pDC. 

Realizada la doble separación por análisis de citometría de flujo se establece la población pDCs en las células 

vivas (7-AAD-) como se observa en los density plot el fenotipo establecido es BDCA-2+/CD123+/CD4+/CD33-. 

n=3. 

 

Ya establecida la población de pDC, se analizó la presencia del halo purinérgico 

CD39/CD73 en estas células. 
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4.2 La ectonucleotidasa CD39 se expresa extracelularmente en un grupo de 

pDC mientras que CD73 se encuentra en el espacio intracelular de estas 

células. 

Durante el proceso de hidrolisis del ATP hasta la formación de adenosina, dos 

moléculas son relevantes para llevar a cabo este proceso CD39 y CD73. El rol de 

CD39 es importante en un primer paso ya que media la hidrolisis del ATP hasta la 

formación de AMP. Por ello en pDC recién purificadas se analizó la expresión de 

esta molécula. 

            

Fig 18 Expresión de CD39 en pDC. 

Se establecieron los controles para el marcador CD39 en pDC (histograma izquierdo). Se observa expresión de 

CD39 en pDC (dot plot izquierdo). n=13. 

 

Como se observa en la Fig. 18, se evidencio la presencia de CD39 en pDC. 

Obteniéndose en promedio de n=13 una frecuencia de 14.0% (12.5) (Fig. 20) y una 

expresión (MFI) 1.0530.50. Una vez determinada la presencia de esta primera 

molécula del halo purinérgico se procedió a la búsqueda de la molécula clave en la 

generación de adenosina. 

CD73 forma parte esencial del halo purinérgico ya que media el último paso, genera 

adenosina a partir del AMP procedente de la fosfohidrolisis de ATP por parte de 

CD39, la adenosina que se produce por la acción de CD39 y CD73 tiene un papel 

importante en la regulación inmune. Por la importancia funcional de esta molécula 

se evaluó la expresión de CD73 en las pDC recién purificadas de sangre periférica. 
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Fig 19 Expresión extracelular de CD73 en pDC. 

Se establecieron los controles para el marcador CD73 en pDC (histograma izquierdo). En los donadores 

analizados no se detectó la presencia extracelular de CD73 en pDC (dot plot izquierdo). n=13. 

 

Fig. 20 Presencia del halo purinérgico en pDC. 

Frecuencia de CD39 y CD73 extracelular en pDC recién purificadas. n=13. 

 

Para la evaluación de CD73 extracelular en pDC totales, fueron establecidos los 

controles para este marcador, en los donadores analizados se detectó mínima o 

nula presencia de CD73 extracelular en pDC (Fig. 19). En promedio la frecuencia 

reportada fue de 1.5% (1.8) (Fig.20) y expresión (MFI) de 0.660.15. Cabe 

mencionar que se ha reportado la presencia tanto extracelular e intracelular de 

CD73 en Treg, ante la mínima presencia extracelular de CD73 en pDC se especuló 

que posiblemente esta molécula podría tener una mayor expresión en el espacio 

intracelular. Por tal motivo se realizó la búsqueda de CD73 intracelular en pDC.  
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Para la búsqueda de esta proteína intracelularmente en la pDC, se realizó una 

tinción intracelular utilizando Triton al 0.1% para permeabilizar la membrana. 

El análisis intracelular de CD73 en pDC por citometría de flujo, demostró que hay 

un bajo porcentaje de estas células que expresan esta molécula (Fig. 21). 

      

Fig. 21 Expresión intracelular de CD73 en pDC. 

Se establecieron los controles para el marcador CD73 en pDC (histograma izquierdo). Se observa que de forma 

intracelular si hay presencia de CD73 en pDC. n=5. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22 Expresión intracelular y extracelular de CD73 en pDC. 

Análisis de la frecuencia (%) y expresión (MFI) de CD73 en pDCs representado en grafico de barra. 

Extracelularmente no hay presencia de CD73 en pDCs, sin embargo, de forma intracelular en pDCs si 

detectamos esta molécula con una frecuencia aproximada de 8% (grafico izquierdo). Por otra parte, no hubo 

diferencia significativa en la expresión (MFI) extra e intracelular de CD73 (grafico derecho). Diferencia 

estadísticamente signficativa * p0.05.  n=5. 
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Los resultados obtenidos de 5 donadores analizados para la evaluación extra e 

intracelular de CD73 fueron de una frecuencia promedio de 1.5% (1.8) extracelular 

y 8.0% (2.2) intracelular en pDC, p= 0.031. La expresión fue MFI 0.66 (0.15) 

extracelular y 1.63 (0.97) intracelular, p=0.062 (Fig. 22).  

Dada la poca expresión de CD73 del análisis de datos por citometría de flujo, se 

realizó la identificación de CD73 extra e intracelular por microscopia de 

fluorescencia para corroborar lo datos obtenidos previamente. 

Como se mencionó anteriormente en pDC se identificó una mínima o nula expresión 

de CD73 extracelular, sin embargo, se detectó presencia de esta molécula 

intracelularmente, aunque en un bajo porcentaje. Dada esta situación y para el 

establecimiento de la técnica de microscopia, se incluyeron controles positivos para 

la detección de CD73; Estos controles utilizados fueron células estromales 

mesenquimales (MSC) ya que expresan alrededor del 90-100% CD73 y PBMC ya 

que es sabidos que diferentes tipos de linfocitos como los B y T así como monocitos 

expresan esta ectonucleotidasa no en porcentajes tan altos como la MSC (Anexo 

10.3). En pDC recién purificadas se evaluó la expresión basal de CD73 extra e 

intracelularmente con el anticuerpo primario anti-CD73 y el anticuerpo secundario 

Alexa Flúor 488 (AF488). 

El control de tinción CD73 fue establecido con el control de isotipo donde al no haber 

anticuerpo anti-CD73 el anticuerpo AF488 no se une por lo tanto no hay pegado 

inespecífico. Ya establecidos los parámetros, y similar a los datos obtenidos de 

CD73 por citometría de flujo, la búsqueda extracelular de CD73 en pDC fue mínima 

o nula, ya que se puede observar unas células teñidas y otras no; sin embargo, en 

el caso de la determinación intracelular se observa un incremento de tinción al 

evidenciar un mayor número de células del campo captado teñidas con AF488 

revelado en verde con un patrón de gránulos (Fig. 23). 
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Fig. 23 Expresión intracelular y extracelular de CD73 en pDC por microscopia de fluorescencia. 

Se observa en Azul (DAPI) estructura correspondiente al núcleo de las pDCs purificadas (columna izquierda), 

en verde observamos la presencia de CD73 (anti-CD73) evidenciado con AF488 (columna media “CD73”). El 

control de isotipo de la tinción extracelular (panel superior) e intracelular (tercer panel) fue establecido para 

descartar pegado inespecífico lo cual se observa en la ausencia de fluorescencia del AF488. En la detección 

extracelular de CD73 (segundo panel) observamos que no todas las células del campo expresan esta molécula, 

mientras que en la detección intracelular observamos una mayor expresión de CD73 en pDC (panel inferior). 

Como observamos en el Merge (columna derecha) la expresión de esta molécula CD73 se evidencia como en 

forma de gránulos. Imágenes representativas de un experimento por triplicado de cada uno se realizaron 5 

capturas del cubreobjetos (4 extremos, 1 centro).  
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El análisis cuantitativo de todas las imágenes captadas establecido por el valor 

medio de la señal de gris por área para AF488 de cinco tomas (4 extremos, una 

central) por condición/cubreobjeto revelo en promedio para los resultados obtenidos 

del control de isotipo en la tinción extracelular 0.310.35, para la detección 

extracelular de CD73 0.480.53 mientras que para la tinción intracelular el control 

de isotipo mostro en promedio 0.310.35 y CD73 intracelular 1.570.905 (Fig. 24), 

evidenciando así con el análisis cualitativo y cuantitativo una mayor expresión de 

CD73 en el espacio intracelular de la pDC. 
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Fig. 24 Análisis cuantitativo de la expresión intracelular y extracelular de CD73 en pDC por microscopia 
de fluorescencia. 

El gráfico muestra el valor medio de gris de las capturas de imagen realizadas. Datos de un experimento por 

triplicado de cada uno se realizaron 5 capturas del cubreobjetos (4 extremos, 1 centro). *** p0.001, 

****p0.0001.  

 

Con los datos de la citometría de flujo y la microscopia de fluorescencia se evidencio 

por primera vez la expresión intracelular de CD73 en pDC, a pesar de la mínima 

presencia extracelular de esta molécula. Es sabido que en los Tregs y otras células 

la estimulación de las células con mediadores inflamatorios o antinflamatorios 
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favorecen un incremento en la expresión extracelular de CD73, y teniendo en cuenta 

que con este trabajo se pretende relacionar la probable función inmunomoduladora 

de las pDC con su expresión extracelular de CD73, surge la interrogante ¿si las 

pDC son activadas se podría inducir la expresión extracelular de CD73?, para 

resolver estas interrogantes es necesario activar las pDC con estímulos activadores 

como es el caso de un agonista de TLR-7 (R848). 

 

4.3 La activación de pDC con el agonista de TLR-7 incrementa la expresión de 

CD40 y favorece la secreción de IFN-α en estas células. 

La función de las pDC en la respuesta inmune esta principalmente enfocada en la 

defensa contra virus, esto por sus características; recordando que dentro de sus 

principales características es que poseen una alta expresión de TLR-7 y TLR-9 que 

reconocen los ácidos nucleicos. Por lo tanto, para activar las pDC se requiere de un 

agonista de TLR-7 o TLR-9, en este proyecto se dio la estimulación con R848 una 

imidazoquinolina que activa pDC a través de la vía de señalización dependiente de 

TLR-7/MyD88 para inducir la secreción de IFN-α. Se realizó la validación de la 

activación de pDC a través de la expresión de una molécula de activación CD40 y 

de la secreción de IFN-α. 

Cabe resaltar que el interés de este proyecto fue analizar los cambios en la 

expresión del halo purinérgico en pDC recién purificadas (sin estimular) y en pDC 

activadas, sin embargo, las pDC en cultivo para su sobrevivencia requieren de IL-3, 

por ello el análisis de expresión de CD40 también fue realizado en pDC solo en 

cultivo con IL-3 para descartar la influencia de esta citocina en la activación de las 

pDC. 

El análisis de CD40 revelo que en las pDC recién purificadas o sin estimular en 

promedio la frecuencia de células CD40+ fue de 22.93% (15.45) con una expresión 

“MFI” de 1.027(0.22) siendo similar a los datos obtenidos para las células en cultivo 

con IL-3 con un promedio de frecuencia 28.5% (14.81) y de expresión 1.83 (0.28), 

sin encontrarse diferencias estadísticamente significativas entre estos dos grupos 
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(sin estimular vs IL-3) con una valor p=0.37 para porcentaje y p=0.375 para MFI, lo 

cual indica que no hay influencia de IL-3 en la activación de las pDC, por lo tanto los 

resultados de las pDC activadas con R848 en presencia de IL-3 es resultado solo 

del efecto de este agonista de TLR-7. Los datos obtenidos de las pDC activadas 

[R848 (R848 + IL-3)] fueron un promedio de frecuencia de 52.13% (1.27) y de 

expresión de 2.123 (0.63), mostrando diferencia estadísticamente significativa con 

un valor p= 0.05 para ambas condiciones “Sin estimular vs R848” e “IL-3 vs R848” 

(Fig. 25). Con estos resultados se observó que R848 incrementa la expresión de 

CD40 en pDC comparado a lo observado en las pDC recién purificadas (sin 

estimular), así mismo que a pesar que se requiere el uso de IL-3 para la 

sobrevivencia de las pDC en cultivo esta no influye en la activación de las mismas 

ya que no hubo cambios en la expresión de CD40 con respecto a las pDC sin 

estimular. 

 

Fig 25 Expresión de CD40 en pDC tras la activación con R848. 

El agonista de TLR-7 (R848) induce un incremento en la frecuencia de pDCs CD40+, comparado a las pDCs 

sin estimular y las tratadas solo con IL-3 (grafico izquierdo), el mismo patrón observamos en lo que respecta a 

la expresión de esta molécula (grafico derecho). * p0.05. n=6. 

 

A la par se determinó la concentración de IFN-α en los sobrenadantes de los cultivos 

de la activación de las células, por requerimientos experimentales la determinación 
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de esta citocina se realizó solo en las condiciones IL-3 y R848, pero cabe resaltar 

que IL-3 no induce la activación de las células. Los resultados obtenidos fueron en 

promedio para IL-3 34.37 pg/ml (2.38) y para R848 43.63 pg/ml (9.42), se pueden 

apreciar estos datos representados en la Fig 26. 

 

Fig. 26 Determinación de la concentración de IFN-α en pDC. 

La concentración (pg/ml) de IFN en pDC control (IL-3) y activadas con R848. El grafico muestra la mediana y la 

desviación estandar. * p0.05. n=6. 

 

Los resultados indican que R848 activa las pDC esto por el incremento en la 

concentración de IFN-α que se observa. En conjuntos estos resultados, el 

incremento en la expresión de CD40 y el aumento en la concentración de IFN-α 

indican que la activación de pDC a través del receptor TLR-7. Ahora bien, una vez 

activas las pDC se evaluaron si existen cambios en la expresión extracelular de 

CD39 y CD73. 

 

4.4 El estímulo activador R848 (agonista de TLR-7) induce incremento en la 

expresión del halo purinérgico en las pDC. 

Para evaluar propiedades inmunoreguladoras de pDC asociadas al halo purinérgico, 

es necesario incrementar su expresión extracelular, debido al rol clave que 

desempeña CD73 como paso único y determinante en la generación de adenosina, 
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es importante favorecer la expresión extracelular de esta molécula en pDC. Como 

se evidencio anteriormente en pDC recién purificadas o sin estimular se encontró 

expresión extracelular de CD39 caso contrario a lo que se observa con CD73 que 

se encuentra casi ausente, sin embargo se identificó esta molécula 

intracelularmente en la pDC, teniendo conocimiento que en otras células tras 

estimulación se induce la expresión extracelular de CD73, se activaron a las pDC 

con R848 y se evaluó si posterior a la activación se induce la expresión de esta 

molécula a nivel extracelular. 

Los resultados obtenidos del análisis de CD39 y CD73 extracelular en pDC sin 

estimular y activadas mostraron que hay un incremento en la expresión de CD39 en 

pDC estimuladas con R848 [MFI 2.204(1.196)] comparado a las pDC sin estimular 

[MFI 1.104(0.70)], mientras que en el caso de CD73 se observó que la estimulación 

de pDC con R848 indujo su presencia extracelular mostrando en promedio una 

frecuencia de 18.61% (9.3) así como también incrementó su expresión (MFI) 1.746 

(0.96) en comparación a lo observado en las pDC sin estimular 3.64% (3.3) y MFI 

0.53 (0.17). El análisis de los datos está representado en la Fig.27. 
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Fig. 27 Expresión de CD39 y CD73 en pDC activadas. 

Tras la activación con R848 se observa un incremento en la expresión de CD39, así mismo se indujo CD73 

extracelular y se observa un incremento en la expresión de esta molécula. Los gráficos muestran la media y la 

desviación estándar (SD). * p0.05, **p0.001. n=6. 

 

Otro dato obtenido fue la co-expresión CD39/CD73, se observó un incremento en la 

co-expresión de estas moléculas en pDC activadas con R848 (9.48% 8.44) a lo 

evidenciado en pDC sin estimular  (2.048% 2.47). En la Fig. 28 se puede observar 

un contour plot representativo y una gráfica de los experimentos realizados.  
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Fig 28 Co-expresión de CD39 y CD73 en pDC activadas. 

La activación con R848 induce un incremento en la co-expresión de CD39/CD73 el cual podemos observar en 

los contour plot con el desplazamiento de la población en pDCs. El gráfico muestra la media y la desviación 

estándar (SD).* p0.05.  n=6. 

 

Al evidenciar que en pDC activadas con R848 se induce un incremento en la 

expresión extracelular de CD73, era necesario evaluar la capacidad funcional de 

esta molécula, esto se realizó a través de la producción de adenosina. 

 

 

 

Sin estimular R848 
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4.5 La capacidad enzimática de CD73 para la producción de adenosina es 

eficiente a pesar de la baja expresión de la molécula en pDC. 

Para la generación de adenosina (ADO), una primera fase la lleva a cabo CD39 que 

fosfohidroliza ATP hasta AMP, sin embargo, el último paso en este proceso es 

realizado por CD73 que convierte este AMP en adenosina. Para evaluar la 

capacidad enzimática (capacidad funcional) de CD73 en pDC se evaluó la 

concentración de ADO generada a partir de ATP por fluorometría. Antes de realizar 

la cuantificación fue importante primero determinar el punto máximo de expresión 

de CD73 en pDC activadas con R848. Por tal motivo se realizó una cinética de 

activación donde se evaluó a diferentes puntos la expresión de CD73 por citometría 

de flujo. Como se observa en la Fig. 29 los resultados muestran una mayor 

expresión estadísticamente significativa de CD73 a las 18h [1.74 0.62 (p=0.05)] y 

24h [1.077 0.65 (p=0.05)], sin embargo, al observar la distribución de los datos a 

las 18h de activación se observa un mayor incremento comparado a las 24h por lo 

tanto el tiempo seleccionado de estimulación de pDC para este ensayo fue de 18h. 

 

Fig. 29 Cinética de expresión de CD73 en pDC estimuladas con R848. 

La mayor expresión de CD73 se estableció a las 18h. El grafico muestra la media y SD de dos experimentos 

realizado por triplicado. * p0.05. 
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Ya establecido el punto máximo de expresión de CD73, se evaluó la capacidad 

enzimática de esta ectonucleotidasa a través de la generación de adenosina, para 

ello las pDC fueron o no tratadas con anticuerpo neutralizante anti-CD73 y se 

adiciono ATP. Finalmente, el sobrenadante recolectado fue analizado para 

determinar la concentración de adenosina. Los resultados obtenidos (Fig. 30) 

mostraron en promedio en  las pDC sin estimular  39.5 µM (2.16) de adenosina, 

mientras que se observa un incremento considerable en la concentración de 

adenosina al estimular a las pDC con R848 [106.2µM (72.2)] lo que estaría 

relacionado al aumento en la expresión extracelular de CD73 cuando activamos a 

las pDC, por otra parte cuando se bloquea CD73 con un anticuerpo neutralizante 

anti-CD73 la concentración de adenosina es revertida [49.0 µM (34.04) similar a la 

concentración en pDC sin estimular. 

 

Fig. 30 Cuantificación de la concentración de adenosina. 

Las pDC sin estimular, activadas con R848 (R848) y activadas con R848 y adición de anticuerpo neutralizante 

(Anti-CD73) fueron tratadas con ATP exógeno por 1h. La activación de pDC favorece el incremento de la 

concentración de adenosina, la cual es revertida al agregar el anticuerpo neutralizante. El grafico muestra la 

media y SD de dos experimentos realizado por triplicado. * p0.05. 

 

Los datos sugieren que el tratamiento con R848 incremento la expresión de CD73 

al activar las pDC lo cual está relacionado a la producción y niveles incrementados 
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de la concentración de adenosina, lo que evidencia la capacidad enzimática de esta 

ectonucleotidasa, y esto lo corroboramos al bloquear a CD73 en pDCs activadas 

con un anticuerpo neutralizante donde la concentración de adenosina es revertida 

similar a la condición sin estimular a pesar de la adición de ATP. 

Al demostrar la presencia y funcionalidad de la molécula CD73 en pDC, surgieron 

más interrogantes, ¿Cómo la presencia y función de esta molécula en pDC podría 

estar relacionada a las capacidades inmunorreguladoras de estas células? Por ello 

para tratar de comprender un poco este cuestionamiento se evaluó el 

comportamiento de CD73 a través de la capacidad estimuladora de las pDC. 

 

4.6 La ectonucleotidasa CD73 influye en la capacidad estimuladora de pDC. 

Para evaluar el probable rol o participación de la adenosina generada por CD73 en 

la capacidad estimuladora de pDCs se analizó el efecto de estas sobre la 

proliferación de linfocitos CD4+, ya que se sabe que la adenosina producida por 

CD73 afecta la proliferación celular. Por tal motivo se realizó un ensayo de reacción 

leucocitaria mixta donde se purificaron linfocitos T CD4+ que se pusieron en 

contacto con pDC alogénicas solo en medio ( IL-3), activadas (R848) y activadas 

más anticuerpo neutralizante (Anti-CD73) para bloquear la actividad enzimática de 

esta ectonucleotidasa. El cocultivo fue establecido por 5 días para su posterior 

análisis por citometría de flujo. Como se puede observar en la Fig. 31 y Fig. 32 la 

activación de pDC con R848 [17.14% (5.82)] mejora su capacidad estimuladora al 

reflejarse en un incremento de proliferación de linfocitos T con respecto observado 

en el control de pDCs “IL-3” [14.24% (2.07), sin embargo, al activar las pDC y 

bloquear CD73 (Anti-CD73) se observa un mayor incremento [21.4% (6.24)] en la 

proliferación de los linfocitos T respecto a las otras dos condiciones. Esto sugiere 

que en efecto la adenosina un producto resultado de la actividad enzimática de 

CD73 podría estar ejerciendo un efecto en la capacidad aloestimuladora de las pDC 

sobre la proliferación de linfocitos T. 
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Fig. 31 Histogramas de la proliferación de linfocitos T CD4+ cocultivados con pDC. 

Las pDC control (IL-3), pDC activadas (R848) y pDC activadas tratadas con anticuerpo neutralizante (Anti-

CD73) fueron cocultivadas con linfocitos T por 5 días. Por ensayo de dilución de CFSE analizamos la 

proliferación de los linfocitos para evaluar la capacidad aloestimuladora de las pDC y su relación con la 

expresión de CD73 y producción de adenosina. Los datos representativos de los histogramas nos muestran una 

mayor proliferación al bloquear CD73. 

 

Fig. 32 Proliferación de linfocitos T CD4+ cocultivados con pDC. 

Se observa una mayor proliferación de linfocitos T en aquellas cocultivadas con pDC activadas y tratadas con 

anticuerpo neutralizante (Anti-CD73) comparadas a las pDC control (IL-3) y pDC activadas (R848). La grafica 

muestra la mediana y desviación estándar de los datos de dos ensayos realizados por duplicado. *p 0.05. 

 

También fue de interés investigar cómo la adenosina producida por CD73 de pDC 

podría estar influyendo en el estado de activación de los linfocitos T, por lo tanto, se 

analizó la expresión de CD25 de los linfocitos procedentes de los cocultivos 

anteriormente mencionados. A pesar de no observar diferencias estadísticamente 
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significativas si se evidenciaron tendencias (Fig. 33), se estableció como control los 

linfocitos T CD4+ solos en cultivo [386.8 (134.3)], en donde se observó un 

incremento de la expresión de CD25 en los linfocitos T CD4+ provenientes de los 

cocultivos con pDC IL-3 [4404 (3020)] y pDC R848 [5156 (2436)] comparado a 

estos el bloqueo de CD73 (Anti-CD73) en pDC muestra tendencia a disminución en 

la expresión de CD25 [5117 (1895)] en los linfocitos T CD4+ del cocultivo. 

Con estos resultados se sugiere que la adenosina producida por el halo purinérgico 

(CD39/CD73) está implicada en la actividad inmunorreguladora de las pDC ya que 

se demostró que el bloqueo de CD73 en pDC y por ende la falta de adenosina 

favorecen la capacidad aloestimuladora de las pDC reflejándose en un incremento 

en la proliferación de los linfocitos T CD4+ así como una disminución de su 

activación a través de la expresión de CD25. 

 

Fig. 33 Expresión de CD25 en linfocitos T CD4+ cocultivados con pDC. 

Los linfocitos CD4+ no provenientes de cocultivo fueron establecidos como control. Hay un incremento en la 

expresión de los linfocitos T CD4+ del cocultivo con pDC IL-3 y pDC R848. Sin embargo, esta expresión 

disminuye en linfocitos T CD4 cocultivados con pDC anti-CD73. La grafica muestra la mediana y desviación 

estándar de los datos de dos ensayos realizados por duplicado. 
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En general los resultados que se obtuvieron evidenciaron la presencia de AS-DC en 

la población de pDC sin embargo el porcentaje bajo de estas no representa 

problema con los resultados posteriores. En primer lugar, se estableció la población 

de pDC con la evaluación de viabilidad celular (7AAD) y sobre células vivas se 

identifica las células BDCA-2+, CD123+, CD4+ y CD33-. Posterior al 

establecimiento de la población se analizó la expresión extracelular de CD39 y 

CD73, cabe mencionar que CD73 presento una mínima o nula expresión 

extracelular en pDC de sangre periférica, sin embargo, se halló esta molécula en el 

espacio intracelular de las pDC, por tal motivo las pDC se activaron con R848, 

corroborando la activación a través del incremento en la expresión de CD40 e 

incremento de los niveles de IFN-α. Se observó que la activación de pDC induce la 

expresión de CD73 extracelular, así como un incremento en la expresión de esta 

misma molécula y de CD39. Ya inducidas las moléculas CD73 se evaluó su 

capacidad enzimática a través de la producción de adenosina a partir de ATP 

exógeno, en pDC activadas hubo un incremento de la concentración de adenosina 

el cual fue revertido cuando al sistema se le adiciono un anticuerpo neutralizante 

Anti-CD73 evidenciando así el rol funcional de esta ectonucleotidasa. Por último, se 

evaluó la influencia que tiene el halo purinérgico y la adenosina en el rol de las pDC, 

evaluando su capacidad aloestimuladora y el efecto que tiene en linfocitos CD4+, 

observandose que al inhibir la producción de adenosina se favorece la proliferación 

de linfocitos T CD4+ y disminuye la expresión de CD25 indicativa de la activación 

de linfocitos T, lo cual sugiere una probable relación del halo purinérgico con las 

propiedades inmunoreguladoras de la pDC. 
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5. DISCUSIÓN 

 

La participación de las pDC en la respuesta inmune antiviral está ampliamente 

descrita, y el conocimiento sobre sus actividades funcionales y propiedades 

inmunogénicas está en constante aumento. Sin embargo, también se han informado 

desequilibrios funcionales de pDC en la pérdida de tolerancia inmune y el desarrollo 

de autoinmunidad, principalmente relacionados con la sobreactivación celular y la 

hipersecreción de IFN-α (45). Sin embargo, los mecanismos tolerogénicos de pDC 

no han sido suficientemente descritos para explorar su probable asociación con 

estas patologías. Por lo tanto, este trabajo buscó directamente la presencia y 

funcionalidad del halo purinérgico (CD39/CD73) como un probable mecanismo 

inmunomodulador en pDC de sangre humana. 

El halo purinérgico es un mecanismo regulador conocido en Tregs. La importancia 

de estas moléculas en la generación de adenosina ha sido ampliamente demostrada 

(43). Anteriormente, nuestro grupo de investigación demostró que las DC derivadas 

de monocitos tolerogénicos humanos cultivadas con las citocinas 

inmunosupresoras IL-10/TGF-β mostraban niveles más altos de expresión de CD39 

que sus equivalentes de DC derivadas de monocitos convencionales (60). Dado que 

la producción de adenosina requiere la presencia tanto de CD39 como de CD73, 

aquí evaluamos la expresión de estas moléculas y su actividad enzimática en pDC 

de sangre humana para vislumbrar la asociación de este halo purinérgico con sus 

propiedades inmunorreguladoras. 

Para la identificación de pDC, las células se definieron como células BDCA-2+, 

BDCA-4+, CD123+, CD4+ y CD33- (52). El subconjunto de células CD33+ purificado 

con pDC se consideró AS-DC y se descartó en un análisis fenotípico adicional.  

Dadas sus diferencias funcionales especialmente en la producción de IFN-α, el 

número limitado de células CD33+ durante el análisis de activación podría no ser 

significativo en este estudio. Este trabajo analizó la expresión de CD39 y CD73 en 

pDCs de sangre humana. Los resultados revelaron una frecuencia del 18,11% de 

pDC CD39+ con expresión extracelular de CD73 mínima o nula. Del mismo modo, 
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Mandapathil et al. observaron una baja expresión extracelular de CD73, pero una 

alta expresión intracelular en Treg humanos (33). Asimismo, Schuler et al. 

encontraron que la localización intracelular de CD73 está en gránulos 

citoplasmáticos en diferentes subconjuntos de linfocitos T (51). Siguiendo con estos 

antecedentes, realizamos la búsqueda intracelular de CD73 en pDC y observamos 

una frecuencia de células del 8,09% que mostraba esta molécula. Además, 

realizamos la detección de CD73 en pDC mediante microscopía de fluorescencia, 

los datos revelaron la presencia de CD73 en pDC, cabe mencionar que la expresión 

fue mayor a nivel intracelular y la presencia se observar de manera similar a lo 

observado por Scheler et al. en forma de gránulos. Por primera vez, este estudio 

demostró la co-expresión de CD39/CD73 en pDC de sangre humana. Por otra parte 

los niveles bajos de CD73 extracelular en algunas células se han relacionado con 

el desprendimiento de la membrana celular por la escisión del anclaje GPI realizada 

por la fosfatidilinositol-fosfolipasa C “PI-PLC” (29). Sin embargo, el CD73 soluble 

conserva su actividad catalítica (50), se sabe que algunos factores como la hipoxia, 

ATP, IFN-α, TNF-α, IL-6 y TGF- pueden aumentar la expresión y actividad 

enzimática de CD73 (40). La interacción entre las pDC y las células de mieloma 

múltiple ha demostrado un aumento y regulación de la expresión de CD73 en las 

pDC de medula ósea de pacientes con mieloma múltiple, lo que podría estar 

relacionado con el microambiente tolerogénico que se suscita (47). Sin embargo, el 

presente estudio reveló que, en condiciones fisiológicas normales, las pDC de 

donadores sanos también expresan CD73, así como CD39, ambas moléculas clave 

para la producción de adenosina, lo que destaca la relevancia de evaluar si la 

activación de las pDCs a través de sus receptores (TLR7/9) podría influir en la 

expresión de estas ectonucleotidasas. 

La activación de TLR-7 a través del agonista R848 en pDCs de sangre humana 

indujo una activación celular eficiente como lo demuestra el aumento significativo 

de la expresión de CD40 y la secreción de IFN-α. Con respecto a eso, el estudio 

tuvo como objetivo mostrar la secreción de IFN-α como un marcador de activación 

y no como una secreción optimizada como respuesta antiviral o inflamatoria. Los 

resultados se analizaron y se tomaron como válidos porque, a pesar de los bajos 
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niveles de IFN-α, se obtuvo una diferencia significativa entre las células estimuladas 

con R848 y las no estimuladas. La IL-3, como factor de supervivencia de las pDC in 

vitro, no mostró cambios sustanciales en la activación (expresión de CD40) con 

respecto a las pDC sin estimular. Por lo tanto, el aumento en la coexpresión 

extracelular de CD39 y CD73 indica un aumento significativo del halo purinérgico en 

la superficie de pDC inducido por la activación de TLR-7. 

Dado que la generación de adenosina catalizada por el halo purinérgico depende 

de la actividad enzimática de CD73, la producción de adenosina se cuantificó en el 

momento de máxima expresión de CD73 en pDC establecida en un tiempo de 18h. 

Los análisis revelaron que las pDC activadas generaron niveles de adenosina 

significativamente más altos que las pDC no estimuladas. Es fundamental destacar 

que, además del halo purinérgico, algunos tipos de células (p. ej., los neutrófilos) 

están dotados de capacidad de producción de adenosina catalizada por la actividad 

enzimática de la fosfatasa alcalina (46). Sin embargo, en la actualidad no se ha 

informado sobre la actividad de la fosfatasa alcalina en las pDCs. Por otra parte, la 

producción elevada de adenosina generada por pDCs activadas se revirtió a los 

niveles de las pDC no estimuladas cuando se bloqueó la actividad enzimática de 

CD73. Por lo tanto, estos resultados demuestran que el halo purinérgico media la 

generación de adenosina en pDC de sangre humana. 

El efecto inmunomodulador de CD39/CD73 depende de la capacidad de la célula 

para producir adenosina extracelular. Las concentraciones fisiológicas de 

adenosina van desde el nivel nanomolar (19). Por lo tanto, nuestros resultados 

mostraron que las pDC activadas por R848 pulsadas con ATP exógeno produjeron 

suficiente adenosina extracelular para ser detectada in vitro, lo que sugiere sus 

posibles capacidades moduladoras. 

Las pDC juegan un papel crucial en la respuesta inmune antiviral a través de su 

capacidad para secretar altos niveles de IFN-I. Además, las pDC están dotadas de 

capacidades de células presentadoras de antígeno, aunque cabe mencionar que se 

consideran poco eficientes comparadas a las DC convencionales (8). Por lo tanto, 

la actividad de CD73 para la producción de adenosina se bloqueó durante un 
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ensayo de aloestimulación de pDC en linfocitos T CD4+ para evaluar la contribución 

de CD73 a las capacidades APC de la pDC. Se demostró que las pDC estimularon 

una proliferación y activación de linfocitos alogénicos eficientes en todas las 

condiciones evaluadas, y aunque no se encontraron diferencias significativas entre 

las pDCs cultivadas con IL-3 y las estimuladas con R848, se observó una tendencia 

ascendente a una mayor proliferación. Encontramos diferencias estadísticamente 

significativas en la proliferación y tendencia a una menor expresion de CD25 en 

linfocitos T CD4+ cuando se bloqueó la funcionalidad de CD73 (anti-CD73). Vale la 

pena señalar que la eficiencia de APC de pDC en la activación de linfocitos T es 

limitada en comparación con DC convencionales (63). Sin embargo, la evidencia de 

que el bloqueo de CD73 mejora las capacidades estimulantes de las pDC en este 

estudio revela que la producción de adenosina a través de la actividad de CD73 

podría modular la función de las pDC. 

Estudios previos han demostrado que la adenosina puede afectar la activación de 

los linfocitos T; la activación temprana, la producción de citocinas, la actividad 

metabólica, la proliferación y la diferenciación de linfocitos T pueden anularse 

cuando se estimulan con adenosina; su ausencia conduce a una activación óptima 

de linfocitos T (31). Debido a que CD73 funciona como un paso limitante en la 

producción de adenosina, los resultados de este estudio sugieren que la regulación 

de la actividad de CD73 podría influir en la eficacia de pDC para activar linfocitos T, 

centrando la atención en el rol de la adenosina. 

En resumen, la presencia y funcionalidad del halo purinérgico (CD39/CD73) en pDC 

de sangre humana revelado en este trabajo abre un nuevo campo de investigación 

para estudiar su implicación en la inmunopatogénesis de patologías asociadas al 

desequilibrio de pDC. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 El aislamiento de pDC de sangre periférica por selección positiva en 

separación magnética produjo reproduciblemente dos poblaciones de menor 

y mayor complejidad.  

 El análisis fenotípico de las dos poblaciones de pDC de sangre periférica 

reveló que la población de mayor complejidad corresponde en su totalidad a 

células BDCA-2+, CD123+, CD4+ CD33+ (AS-DC) y que la de menor 

complejidad BDCA-2+, CD123+, CD4+ CD33- (pDC). Las AS-DC tienen 

mayor expresión de CD40 comparado a las pDC.  

 La doble separación magnética permitió obtener mayor pureza de pDC. El 

bajo porcentaje de AS-DC en la purificación de pDC no represento problema 

para los posteriores ensayos.  

 En pDC recién purificadas (sin estimular) se encontró un grupo con expresión 

extracelular de CD39 mientras que CD73 se detectó intracelularmente.  

 El agonista de TLR-7 (R848) indujo la activación de pDC reflejado por un 

incremento en la expresión de CD40 e incremento en los niveles de IFN-α. 

Tras esta activación se indujo un incremento en la expresión extracelular de 

CD39 y CD73 en pDC.   

 Se demostró la funcionalidad de CD73 expresado en las pDC activadas al 

encontrar una mayor producción de adenosina, el cual es revertido por el 

anticuerpo neutralizante anti-CD73 

 La molécula CD73 y la producción de adenosina influye en la proliferación y 

activación de linfocitos T CD4+. El bloqueo de esta ectonucleotidasa favorece 

la proliferación de los linfocitos, por lo tanto el halo purinérgico tiene una 

participación en la función inmunomoduladora de la pDC. 
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Fig. 34 Expresión del halo purinérgico (CD39/CD73) en pDC humanas de sangre periférica. 

En pDC sin estimular (unstimulated) hay presencia extracelular de CD39 sin embargo CD73 mantiene una 

mínima o nula expresión, además de encontrar esta molecular en el espacio intracelular de la pDC. Sin embargo 

al estimular la pDC (R848), la activación de esta promueve la expresión extracelular de CD73 e incrementa la 

co-expresión con CD39. 
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7. PERPECTIVAS 

 

 Las propiedades inmunoreguladoras de la pDC pueden ser evaluadas a 

través del efecto de la neutralización de CD73 en la expresión de moléculas 

coestimuladoras en las pDC activadas con R848 y también sobre la 

polarización de los linfocitos T.  

 La expresión y funcionalidad del halo purinérgico en pDC puede ser 

analizada sometiendo a otros estímulos de activación o inflamatorios a las 

células como ODN (agonista del TLR-9) y ATP (DAMP) así como en 

ambientes antiinflamatorio como TGF- que es uno de los principales 

inductores de CD73.   

 El análisis de la expresión de CD39/CD73 en pDC puede realizarse en 

pacientes con LES para evaluar su posible correlación con el índice de la 

enfermedad (SLEDAI) y su probable participación en la regulación inmune. 
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9. ANEXOS 

9.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO 
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9.2 DATOS LABORATORIALES (BIOMETRÍA HEMÁTICA) 
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9.3 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA (CONTROL CD73+) EN MSC Y 

PBMC 
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Fig. 35 Expresión de CD73 en MSC y PBMC. 

Para verificar una óptima metodología del ensayo de microscopia, implementamos la tinción de CD73 en células 

positivas. El núcleo se muestra en azul (DAPI) y CD73 se revela en verde (AF488). Las células estromales 

mesenquimales (MSC)  presenta alrededor de 90-100% la molécula CD73 (segundo panel).Mientras que en 

otras células como los PBMC en promedio es menor al 20%. Esto se realizó con el fin de estandarizar la técnica 

y establecimiento de controles. 

 

 



95 
 

9.4 ARTÍCULOS PUBLICADOS  
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