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RESUMEN (español) 

Introducción: La hidrólisis del AMP extracelular gatillada por la ecto-5'-nucleotidasa 

CD73 genera adenosina (ADO), una potente molécula inmunosupresora que limita la 

inflamación. Los linfocitos T (LTs) reguladores murinos inducidos en presencia de ácido 

retinoico (RATregs) y sus vesículas extracelulares secretadas (RATEVs) están 

enriquecidas en CD73, lo que podría dotarlas de funciones inmuno-moduladoras 

acelulares. La naturaleza inflamatoria de la periodontitis desencadenada por una 

respuesta inmune desregulada promueve la resorción ósea. Por lo tanto, el objetivo de 

este estudio fue evaluar el efecto de las RATEVs sobre la respuesta inmune y la 

resorción ósea alveolar inducida durante la periodontitis. Paralelamente, exploramos la 

capacidad inmunosupresora de las RATEVs sobre la función efectora de los LTs in 

vitro, así como el rol de CD73 en este efecto. 

Métodos: RATregs y RATEVs se aislaron y caracterizaron. El enriquecimiento de 

CD73 en las RATEVs se caracterizó por Western Blot, citometría de flujo de generación 

de imágenes (IFC) y convencional (FC), mientras que su actividad enzimática (AMPasa) 

se estudió mediante ensayos de producción de ADO y fosfato. El efecto de las RATEVs 

sobre la respuesta inmune y la pérdida de hueso alveolar asociados a la periodontitis se 

evaluó en un modelo murino mediante FC y análisis morfométrico/histológico, 

respectivamente. Por último, la capacidad inmunosupresora de las RATEVs se 

caracterizó evaluando su efecto sobre la proliferación y activación de LTs, mientras que 



  

  

 

la relevancia de CD73 cargada en las RATEVs se estudió a través del bloqueo de su 

actividad AMPasa utilizando un inhibidor específico de CD73.  

Resultados: Los RATregs y las RATEVs mostraron una alta expresión de CD73 y 

actividad AMPasa. Durante la periodontitis, las RATEVs redujeron la activación de los 

LTs CD4+, la secreción de IL-17A, la expresión de RANKL, y previnieron la resorción 

ósea alveolar. Además, en presencia de AMP, las RATEVs suprimieron a los LTs CD4+, 

efecto que fue parcialmente revertido ante la adición del inhibidor de CD73.  

Conclusión: Los RATregs secretan VEs enriquecidas en CD73 enzimáticamente activa. 

Las RATEVs suprimen la respuesta efectora de los LTs CD4+ y previenen la pérdida 

ósea alveolar inducida por la periodontitis, proceso que depende de la actividad AMPasa 

de CD73. 



  

  

 

ABSTRACT (inglés) 

Introduction: Extracellular AMP hydrolysis prompted by CD73 ecto-5’-nucleotidase 

generates adenosine, a potent immune suppressor that limits inflammation. Murine T 

regulatory cells induced in the presence of retinoic acid (RATregs) and their secreted 

extracellular vesicles (RATEVs) are enriched in CD73, which might endow them 

acellular immunomodulatory functions. The inflammatory nature of periodontitis 

triggered by a deregulated immune response promotes bone resorption. Therefore, we 

aimed to evaluate RATEV’s effect over periodontitis-induced immune response and 

alveolar bone resorption. In addition, we explored RATEV’s immunosuppressive 

capacity on T cells effector function in vitro, as well as CD73’s involvement. 

Methods: RATregs and RATEVs were isolated and characterized. CD73 enrichment on 

RATEVs was characterized by Western Blot, imaging (IFC), and conventional Flow 

Cytometry (FC), whereas its enzymatic (AMPase) activity was studied by adenosine and 

phosphate production assays. RATEVs effect on periodontitis-associated immune 

response and alveolar bone loss were evaluated on murine model using FC and 

morphometric/histological analysis, respectively. Finally, RATEVs immunosuppressive 

capacity was assessed evaluating their effect on T cells proliferation and activation, 

whereas the relevance of RATEVs-derived CD73 was tested by blocking their AMPase 

activity with a specific CD73 inhibitor.  



  

  

 

Results: RATregs and RATEVs showed high CD73 expression and AMPase activity. 

During periodontitis, RATEVs reduced CD4+ T cells activation, IL-17A secretion, 

RANKL expression, and prevented alveolar bone resorption. Moreover, in the presence 

of AMP, RATEVs suppressed CD4+ T cells, effect that was partially reverted by the 

addition of CD73 inhibitor.  

Conclusion: RATregs release EVs enriched in enzymatically active CD73. RATEVs 

suppress CD4+ T cells effector responses and prevent periodontitis-induced alveolar 

bone loss, process that largely relies on CD73’s AMPase activity. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Linfocitos T reguladores como moduladores de la respuesta inmune 

Los linfocitos T (LTs) son células inmunes capaces de reconocer un amplio rango de 

antígenos mediante su receptor TCR (T cell receptor) e iniciar una respuesta ante ellos. 

Luego de la interacción del TCR con el complejo MHC-antígeno, expuesto por las 

células presentadoras de antígeno (APCs) en un microambiente de citoquinas particular, 

los LTs vírgenes (naïve) se activan y diferencian en LT efectores o reguladores. En este 

sentido, se pueden clasificar en LT colaboradores (CD4+), reguladores (Tregs) o T 

citotóxicos (CD8+), de dependiendo si presentan un fenotipo efector, supresor o 

citotóxico, respectivamente (1). 

El sistema inmune es capaz de proteger al hospedero ante un amplio rango de antígenos 

exógenos y, a la vez, de no reaccionar ante antígenos propios, previniendo respuestas 

desreguladas, proceso conocido como tolerancia inmune. La tolerancia inmune involucra 

la actividad de células específicas con propiedades inmunosupresoras, entre las cuales 

los Tregs han demostrado ser los más relevantes  (2). Su función consiste en restaurar y 

mantener la homeostasis inmune, controlando la autoinmunidad y la inflamación 

exacerbada, evitando así que las células inmunes activadas causen daño (3, 4). Los Tregs 

se caracterizan fenotípicamente por la expresión de Forkhead box P3 (FoxP3), factor de 

transcripción maestro que determina su perfil genético, diferenciación, estabilización 

fenotípica y función (5). Además, expresan constitutivamente la cadena alfa del receptor 
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de interleuquina (IL)-2, conocido como CD25, al cual se une IL-2, citoquina necesaria 

para la diferenciación, activación y expansión de los LTs, incluyendo los Tregs (5). 

Según su ontogenia, los Tregs se clasifican en tímicos (tTregs) o periféricos (pTregs) 

(6), ambos considerados como Tregs naturales (nTregs) que cumplen funciones 

biológicas esenciales (7-9). Los tTregs se desarrollan en el timo a partir de interacciones 

de alta afinidad con antígenos auto-reactivos expresados por los timocitos, pasando a la 

circulación periférica con un fenotipo CD4+FoxP3+CD25high, por lo que son 

particularmente importantes en la prevención de trastornos autoinmunes (10, 11). Por 

otro lado, los pTregs se generan en los tejidos periféricos a partir de LTs naïve tras la 

presentación antigénica en presencia de IL-2 y el factor de crecimiento transformante 

(TGF)-β1, presentando un fenotipo CD4+Foxp3+CD25+ (12). Debido a que el número de 

nTregs fisiológicamente disponibles es limitado, se han desarrollado estrategias de 

generación de Tregs in vitro. Estos Tregs son inducidos a partir de precursores naïve en 

presencia de las citoquinas previamente mencionadas, es decir, TGF-β1 e IL-2 (13). 

Adicionalmente, otros factores, tales como el ácido retinoico all trans (ATRA), 

metabolito activo derivado de la vitamina A, han demostrado potenciar la inducción y 

diferenciación de Tregs en distintos contextos biológicos y experimentales (14, 15). En 

particular, el ATRA contribuye a la consolidación del linaje y función supresora de los 

Tregs mediante la estabilización de FoxP3 (16), motivo por el cual en el presente estudio 

trabajamos con Tregs inducidos en presencia de RA (RATregs). 
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Inestabilidad fenotípica de los Tregs durante la inflamación crónica 

Una de las características de los Tregs es que, luego de su diferenciación, mantienen 

cierta plasticidad funcional. Es así como en condiciones particulares como la 

inflamación crónica, los Tregs tienden a perder su función reguladora (17). De esta 

manera, los Tregs pueden volverse inestables o disfuncionales frente a la exposición a 

ciertas citoquinas proinflamatorias, las que pueden influir en el estado de FoxP3 a nivel 

epigenético o postraduccional (18, 19). Bajo ciertas circunstancias, los Tregs también 

pueden adquirir características del tipo efector sin perder la expresión de FoxP3, 

generando fenotipos híbridos, tal como FoxP3+Tbet+IFNγ+ o Foxp3+RORγt+IL-17A+, 

con funciones similares a los LTs efectores tipo Th1 y Th17 que secretan citoquinas 

proinflamatorias tales como IFNγ e IL-17A, respectivamente (17). Este proceso se 

vuelve altamente relevante en patologías como la periodontitis, enfermedad inflamatoria 

crónica en la cual el efecto inmunomodulador, y por lo tanto la estabilidad de los Tregs, 

es crítica en la patogenia de la enfermedad. 

Periodontitis y resorción ósea alveolar 

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica cuya etiología se ha atribuido a 

un proceso disbiótico polimicrobiano responsable de desencadenar una respuesta inmune 

local desregulada, la cual induce la destrucción de los tejidos de soporte de los dientes 

(20). La resorción ósea alveolar es una de las características distintivas de la 
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periodontitis, la cual se manifiesta clínicamente como pérdida de inserción periodontal, 

formación del saco periodontal y, eventualmente, la pérdida de los dientes (21). 

Los osteoclastos (OCs) son las células responsables de la resorción ósea alveolar (22). 

La diferenciación, actividad y sobrevida de los OCs es regulada fundamentalmente por 

una tríada de proteínas: el receptor activador del factor nuclear κB (RANK), su ligando 

(RANKL) y el inhibidor soluble específico de RANKL denominado osteoprotegerina 

(OPG). RANKL induce la osteoclastogénesis al interactuar con el receptor RANK 

expresado en células precursoras, mientras que OPG inhibe esta interacción mediante el 

secuestro de RANKL, evitando su unión a RANK. De esta manera, el balance entre los 

niveles de RANKL/OPG determina el número de OCs diferenciados y la magnitud de la 

pérdida ósea (23). 

En el contexto periodontal, para mantener la homeostasis tisular, incluida la del tejido 

óseo, el sistema inmune patrulla proactivamente el periodonto que está en contacto 

constante con la microbiota unida al diente (20). Así, en salud, se constituye un 

infiltrado celular rico en macrófagos y LTs que mantienen la homeostasia periodontal y, 

en caso de patología, orquestan la inmunidad.  

Macrófagos durante la periodontitis 

Los macrófagos (Macs) (CD45+F4/80+) son células inmunes innatas que responden 

rápidamente ante la infección, presentando distintas respuestas ante los 

microorganismos. En este contexto, exhiben múltiples funciones claves en el desarrollo 
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y resolución de patologías asociadas a inflamación crónica, tales como: la fagocitosis 

(24), presentación antigénica, estimulación de LTs (25) y secreción de citoquinas que 

amplifican la respuesta inmune (24). En los tejidos periodontales, los Macs pueden 

presentarse como residentes tisulares o células infiltrantes derivadas de monocitos 

atraídos por quimioquinas. Ambos tipos contribuyen significativamente a la homeostasis 

celular y defensa ante microorganismos (26). Sin embargo, distintos productos 

bacterianos, tales como las endotoxinas, pueden activar el sistema monocito/macrófago 

incrementando el número de Macs en el periodonto y la producción de factores 

proinflamatorios, causando inflamación y destrucción tisular (27).  

Según su mecanismo de activación, los Macs se polarizan y exhiben distintos fenotipos 

funcionales, tradicionalmente clasificándose en M1 (vía clásica) o M2 (alternativa). Los 

M1 expresan niveles altos de CD86 (molécula co-estimuladora, indicadora de activación 

celular) y se pueden inducir por componentes microbianos o citoquinas proinflamatorias, 

tales como lipopolisacáridos (LPS) e interferón (IFN)-γ. Funcionalmente, favorecen la 

fagocitosis de patógenos y estimulan la activación de neutrófilos y LTs a través de la 

producción de IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23, sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS) y 

factor de necrosis tumoral (TNF)-α (28, 29). Por otro lado, los M2 expresan altos niveles 

de CD206 (receptor de manosa) y son inducidos por citoquinas antiinflamatorias como 

IL-4 e IL-13. Así, están involucrados principalmente en la resolución de la inflamación y 

la regeneración tisular mediante la secreción de citoquinas antiinflamatorias y pro-
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angiogénicas, como IL-10 y TGF-β (30, 31). Cabe destacar que, en las enfermedades 

inflamatorias, la función de los Macs responde a un equilibrio dinámico entre las 

funciones proinflamatorias y antiinflamatorias de los fenotipos M1 y M2; sin embargo, 

también existe un amplio espectro de fenotipos mixtos entre ellos (32). Considerando 

esto y debido a la basta complejidad y distintas capacidades que presentan los Macs, en 

la actualidad se propone clasificarlos como inflamatorios (iMacs) o asociados a la 

resolución de la inflamación (rMacs) (32-35). 

Durante la periodontitis, los iMacs (tipo M1) fagocitan microorganismos y fragmentos 

tisulares y, además, expresan altos niveles de MHC II y moléculas co-estimuladoras 

(tales como CD80/CD86), por lo que tienen una alta capacidad de presentación 

antigénica (36, 37). Además, producen citoquinas proinflamatorias, metaloproteinasas 

de matriz MMP-1 y MMP-2, iNOS y ciclooxigenasa (COX-2). Dado las citoquinas que 

producen, los Macs tipo M1 inducen respuestas inmunes del tipo linfocitario Th1 y Th17 

en los LTs residentes de memoria, incrementando la inflamación. Adicionalmente, el 

fenotipo tipo M1 está estrechamente relacionado con el fenómeno de resorción ósea, 

dado que potencian la osteoclastogénesis mediante la secreción de TNF-α, 

prostaglandina (PGE2), IL-1β, IL-6 e IL-12 (37, 38), jugando un rol destructivo durante 

la periodontitis. 

Durante la resolución de la inflamación, los monocitos infiltrados se diferencian a rMacs 

(tipo M2), los que comparten características funcionales tanto de tipo M1 como de tipo 
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M2. Así, producen citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, procesan y presentan 

antígenos y fagocitan células apoptóticas (eferocitosis) (39, 40). Esto último implica la 

remoción de una importante fuente de factores proinflamatorios, favoreciendo la 

reparación tisular (41).  En este sentido, durante la periodontitis, se establecería un 

predominio de actividades proinflamatorias, favoreciendo el fenómeno osteo-

destructivo, debido a que los Macs no serían capaces de ejecutar funciones pro-

resolutivas eficientemente (42).  

Rol del desbalance Th17/Treg durante la periodontitis 

En los tejidos periodontales sanos, los LTs son la población celular dominante dentro del 

compartimiento linfocitario, y durante la periodontitis, los LTs pueden aumentar hasta 

10 veces más (43, 44). Entre los LTs colaboradores, los del tipo Th17 son determinantes 

clave de la resorción ósea alveolar durante la periodontitis (44-46). Ellos expresan el 

factor de transcripción RORγt y producen cantidades importantes de citoquinas, 

incluyendo IL-17A, motivo por el cual reciben ese nombre. Los LTs Th17 pueden 

activar la osteoclastogénesis de manera directa mediante la expresión de RANKL o 

indirecta mediante la producción de IL-17A, la que a su vez induce la expresión de 

RANKL en osteoblastos y fibroblastos (47, 48). Sin embargo, los Th17 no son los 

únicos LTs CD4+ productores de IL-17A. Recientemente, se han identificado LTs 

FoxP3+IL-17A+ en los tejidos periodontales afectados de periodontitis, sugiriendo un rol 

de los Tregs en la patogénesis de la enfermedad (49-51).  
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En condiciones de homeostasis, los Tregs están asociados a salud periodontal (52, 53) y 

cumplen un rol protector óseo controlando el daño tisular mediante la supresión de 

células proinflamatorias (54, 55). No obstante, el número de Tregs aumenta durante la 

periodontitis, en un intento de controlar la actividad de las células proinflamatorias, 

incluyendo a los LTs Th17, y de esta forma el daño tisular (56, 57). Los linfocitos Th17 

y Tregs poseen una vía de diferenciación común dependiente de la presencia de TGF-β1 

(58). En este sentido, la detección de LTs FoxP3+IL-17+ podría implicar una 

transdiferenciación de Tregs hacia un perfil Th17, lo cual potenciaría la actividad pro-

inflamatoria y osteodestructiva. Así, un equilibrio entre Th17 y Tregs favorecería la 

salud periodontal; en cambio, el desbalance Th17 >Tregs favorecido por las condiciones 

inflamatorias locales promovería la resorción ósea alveolar durante la periodontitis. Los 

eventos inmunológicos previamente mencionados, desarrollados durante la periodontitis, 

se representan en el Esquema 1. 
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Esquema 1: Respuesta inmune de Macs y LTs durante la periodontitis. 
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Vesículas extracelulares derivadas de Tregs como agentes inmunomoduladores 

En los últimos años, la acción de las vesículas extracelulares (VEs) derivadas de Tregs 

(TEVs) se han identificado como un nuevo mecanismo mediante el cual los Tregs 

ejercen la inmunosupresión de manera independiente al contacto célula a célula (59).  

Las VEs se definen como estructuras membranosas que encierran citoplasma en una 

bicapa lipídica, liberadas por, esencialmente, todos los tipos celulares (60). Son 

consideradas como mediadores de la comunicación intercelular ya que actúan 

transportando lípidos, proteínas y material genético, capaces de generar una respuesta en 

las células receptoras participando en diferentes procesos tanto fisiológicos como 

patológicos (61, 62). Basado en el mecanismo de biogénesis, las VEs se clasifican 

principalmente en dos categorías: Microvesículas (MVs) y Exosomas (Exos) (60, 63), lo 

cual se representa en el Esquema 2.  



  

 11   

 

Esquema 2: Biogénesis de las vesículas extracelulares. 

 

Las MVs (también llamadas micropartículas o ectosomas), se desprenden directamente 

de la membrana plasmática al espacio extracelular y tienen un amplio rango de tamaños, 

llegando hasta 1 µm (64). Al contrario, los Exos son VEs pequeñas de <200 nm de 

diámetro de origen endosomal, formados como vesículas intraluminales al interior de 

cuerpos multivesiculares (MVBs) que son liberados una vez que éstas se fusionan con la 

membrana celular (65-67). Los Exos se generan y secretan gracias a la actividad de la 

maquinaria celular ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) (68), 

que consiste en una familia de proteínas que se asocian en complejos sucesivos (ESCRT 

0, I, II y III) en la membrana de los MVBs, para regular el contenido y la formación de 

vesículas intraluminales (69). Por otro lado, también pueden formarse mediante 
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mecanismos dependientes de ceramidas (70) o por la acción de proteínas de la familia de 

las tetraspaninas. En particular, CD9, CD63 y CD81 se han caracterizado como 

tetraspaninas potencialmente acumuladas en los MVBs y, en consecuencia, en los Exos 

(60). Por esta razón, la presencia de proteínas pertenecientes al complejo ESCRT o 

tetraspaninas, se utilizan para caracterizar a los Exos como prueba de su origen 

endosomal (71). 

Las TEVs pueden ejercer funciones inmunoreguladoras directas en las células blanco 

(72-75) y, además, pueden potenciar la capacidad inmunosupresora de los Tregs 

preexistentes. Así, pueden suprimir a los LTs efectores e incluso favorecer en ellos la 

adquisición de funciones reguladoras, proceso denominado “tolerancia infecciosa” (76). 

Además, han mostrado la capacidad de modular la actividad de las APCs, en las que se 

induce un fenotipo tolerogénico (77). Estos mecanismos pueden causar un impacto 

relevante en patologías osteodestructivas, tal como en artritis reumatoide, donde fueron 

capaces de modular el desbalance Th17/Tregs y la destrucción ósea articular (78).  

Al provenir de los Tregs, las TEVs poseen distintas moléculas en su cargo relacionadas 

con funciones reguladoras, entre las cuales se encuentran los micro-RNAs (miRNAs), 

(75, 77-79), citoquinas (80) y enzimas de superficie (73). Dentro de estas últimas, la 

ectoenzima CD73 se ha asociado en gran medida a su capacidad inmunosupresora. En 

efecto, CD73 presente en las TEVs ha mostrado ser fundamental para la supresión de la 
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proliferación de LTs CD4+ y de la producción de IL-2 e IFN-γ, mientras que las TEVs 

deficientes en CD73 obtenidas de Tregs CD73KO no presentaron esta capacidad (73). 

Actividad supresora de los Tregs y TEVs mediada por CD73 

En condiciones fisiológicas, la concentración de ATP en el espacio extracelular (eATP) 

es baja (104 veces menor que en el ambiente intracelular). No obstante, al ocurrir daño 

celular durante la injuria tisular, hipoxia o inflamación, el ATP se libera al espacio 

extracelular y es censado por las células inmunes, evocando efectos principalmente 

proinflamatorios (81) tal como la inducción de LTs Th17 (82). CD39 y CD73, dos 

ectoenzimas de superficie, actúan de manera secuencial desfosforilando el ATP/ADP y 

AMP, respectivamente. De esta manera, controlan los niveles de eATP y generan 

adenosina (ADO), molécula altamente antiinflamatoria (83). En efecto, CD39 (llamado 

ecto-apirasa) degrada el ATP y el ADP a 5´-AMP (adenosina-5´-monofosfato), lo cual 

provee el sustrato para CD73. Por su parte, CD73 (ecto-5´-nucleotidasa) cataliza la 

hidrólisis de 5’-AMP a ADO y fosfato inorgánico (84). La ADO generada en el espacio 

extracelular es un potente factor inmuno-regulador que protege a las células y a los 

tejidos del daño generado durante respuestas inmunes excesivas, como ocurre durante la 

colitis (85), diabetes (86), asma (87) y sepsis (88). En particular, la ADO interactúa con 

cuatro tipos de receptores (ARs) acoplados a proteína G (GPCRs) del tipo purinérgico, 

denominados A1R, A2AR, A2BR y A3R (89) expresados por células inmunes y no 

inmunes (90-92). 
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Los Macs expresan los 4 tipos de ARs, donde A2AR y A2BR son los de mayor expresión. 

Cuando se activan los receptores A2A y A2B, se inhibe la diferenciación del tipo M1 y, en 

consecuencia, disminuye la liberación de iNOS, IL-6, IL-12 y TNF-α, entre otras (93-

96). En contraste, la ADO aumenta la producción de la citoquina antiinflamatoria IL-10 

(97), efecto mediado principalmente por A2AR (98, 99). Por otro lado, los LTs expresan 

predominantemente el receptor de alta afinidad a ADO A2AR, el cual incrementa su 

expresión luego de la activación celular (100). La señalización vía A2AR estimula la 

producción de AMP cíclico (cAMP) intracelular y la activación de la proteína quinasa A 

(PKA), que a su vez inhibe la señalización vía TCR (101). De esta forma, se inhibe la 

activación, proliferación y secreción de citoquinas efectoras por parte de los LTs (84). 

Adicionalmente, la estimulación de A2AR en Tregs incrementa la proliferación celular y 

actividad inmunosupresora (102). En el Esquema 3, se resume la actividad de CD73 y 

el efecto de ADO sobre los Macs y LTs. 
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Esquema 3: Mecanismo de acción de CD73/adenosina sobre Macs y LTs. 

 



  

 16   

 

Planteamiento del problema 

La acción supresora de los Tregs ha demostrado ser fundamental para la mantención de 

la homeostasis inmune. Sin embargo, en distintos contextos patológicos, la estabilidad 

fenotípica y funcional de los Tregs se ve comprometida debido a la presencia de 

abundantes mediadores proinflamatorios en los tejidos afectados. En este contexto, los 

Tregs pueden disminuir su capacidad inmunosupresora y/o trans-diferenciarse a un perfil 

efector, capaz de secretar citoquinas proinflamatorias, contribuyendo más aún a la 

patogenia de la enfermedad. En efecto, la conversión patogénica de Tregs durante la 

periodontitis hacia un perfil secretor de IL-17A ante condiciones inflamatorias 

enriquecidas en IL-6 ha sido demostrada. Esto último, promueve la diferenciación de 

OCs y, consecuentemente, la resorción ósea alveolar (50, 51).  

Las TEVs, en cambio, una vez que son secretadas, no son susceptibles a modificar su 

cargo y función ante un microambiente inflamatorio (103). Por lo tanto, se presentan 

como una opción más estable para su uso como inmunoterapia, pudiendo ser utilizadas 

para favorecer la regulación inmune y, a la vez, disminuir los fenómenos pro-

osteodestructivos en condiciones de inflamación crónica. Sin embargo, baja frecuencia 

de nTregs y su lenta tasa de expansión in vitro (en comparación con aquellos inducidos), 

dificulta la aislación de altas cantidades de TEVs y, en consecuencia, su potencial uso 

terapéutico.  



  

 17   

 

Tomando en consideración estos antecedentes, en el presente estudio nos propusimos 

aislar, caracterizar y evaluar la capacidad inmunosupresora de las VEs (RATEVs) 

derivadas de Tregs inducidos in vitro en presencia de ácido retinóico (RATregs). 

Específicamente, el efecto de las RATEVs sobre la función efectora de LTs CD4+, la 

respuesta inmune de LTs y Macs y la resorción ósea alveolar en un modelo de 

periodontitis experimental. Adicionalmente, considerando la alta expresión de CD73 que 

detectamos tanto en los RATregs y como en las RATEVs secretadas (Figura 1), además 

del potente efecto antiinflamatorio asociado a la ADO producida a partir de la actividad 

AMPasa de esta enzima, evaluamos el rol de CD73 en la potencial función supresora de 

las RATEVs. 
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II. HIPÓTESIS 

Las vesículas extracelulares derivadas de RATregs modulan la respuesta inmuno-

inflamatoria M1/M2 y Th17/Tregs y previenen la resorción ósea alveolar durante la 

periodontitis mediante la actividad de CD73. 

 



  

 19   

 

III. OBJETIVOS 

III.1 OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de las vesículas extracelulares derivadas de RATregs y el rol de 

CD73 en la respuesta inmuno-inflamatoria de macrófagos (M1/M2) y linfocitos T CD4+ 

(Th17/Treg) y la resorción ósea alveolar durante la periodontitis. 

 

III.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Caracterizar el rol de CD73 como mecanismo de inmuno-modulación de las 

vesículas extracelulares derivadas de RATregs mediante la evaluación de su efecto 

sobre la proliferación, activación y fenotipo de linfocitos T CD4+ in vitro en 

presencia o no de su inhibidor específico. 

2) Analizar el efecto de las vesículas extracelulares derivadas de RATregs en la 

frecuencia y fenotipo de macrófagos (M1/M2) y linfocitos T CD4+ (Th17/Treg) 

durante la periodontitis. 

3) Analizar el efecto de las vesículas extracelulares derivadas de RATregs en la 

resorción ósea alveolar durante la periodontitis. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 

Para la inducción de los RATregs y purificación de las VEs, se utilizaron ratones 

transgénicos de 8 a 12 semanas de edad de la cepa C57BL/6 que expresan la proteína 

fluorescente verde (GFP) bajo el control del promotor FoxP3. Para la evaluación del 

efecto del tratamiento con RATEVs en el modelo de periodontitis experimental y 

ensayos funcionales, se utilizaron ratones silvestres de la cepa C57BL/6 de entre 8 a 12 

semanas de edad. El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Bioética 

CICUA de la Universidad de Chile (Anexo 2) y se realizó siguiendo las normas de 

conducta de los bioterios de la Universidad de Chile y la Universidad de los Andes. 

Inducción de RATregs 

A partir de bazos obtenidos de los ratones FoxP3-GFP, se realizó la purificación de LTs 

CD4+ utilizando el kit EasySepTM mouse CD4+ T cell isolation (#19852, Stem Cell 

Technologies). Los LTs CD4+ purificados fueron cultivados en medio RPMI, 

suplementado con suero bovino fetal (SBF) (GibcoTM, #10437028) depletado de VEs, en 

placas de cultivo previamente tratadas con solución de coating con 10 µg/mL de 

anticuerpo anti-CD3 (Clon 145-2C11, #BE0001-1, BioXcell) y 1 µg/ml de anti-CD28 

(Clon 37.51, #102116, Biolegend). Para la inducción de RATregs, los LT CD4+ fueron 

tratados con 100 IU/mL de IL-2 recombinante humana (#200-02, Preprotech), 10 ng/ml 
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de TGF-β1 recombinante humana (#100-21, Preprotech) y 10 nM de ácido retinoico 

(ATRA) (#R2625, Sigma) durante 5 días. Luego, se recuperó el medio condicionado 

para la posterior obtención de las VEs. Los RATregs fueron recuperados y 

caracterizados mediante citometría de flujo (CF) evaluando la expresión de FoxP3, 

CD25 y CD73. 

Purificación de vesículas extracelulares derivadas de RATregs (RATEVs) 

Para la obtención de las VEs, el medio condicionado recuperado del cultivo de los 

RATregs fue sometido a centrifugación diferencial a tiempos y velocidades secuenciales 

de 300 g por 5 minutos, 2.000 g por 20 minutos y 10.000 g por 30 minutos, 2 veces, 

finalizando con dos ciclos de ultracentrifugación a 100.000 g por 90 minutos. Tras el 

último ciclo, el pellet de las VEs fue resuspendido en PBS1X estéril para los ensayos in 

vivo (modelo de periodontitis) o medio RPMI completo libre de VEs para los ensayos in 

vitro (ensayo de supresión en presencia del inhibidor de CD73) y almacenado a 4°C o -

80°C, respectivamente, para su posterior uso. 

Caracterización de las VEs 

Para determinar la concentración, el número total y la distribución del tamaño de las 

VEs, las muestras se sometieron a Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) en el equipo 

NanoSight NS500, siguiendo un protocolo recomendado por el fabricante (104). La 

concentración de proteínas totales se determinó utilizando el kit Pierce™ BCA protein 

assay (#23225, Thermo Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante. 
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Posteriormente, se realizó la detección de la ectoenzima CD73 (Invitrogen, #MA5-

15537) y el marcador CD81 (#sc-166029, Santa Cruz) mediante Western Blot (105). 

Además, se ratificó la expresión de CD73 por CF, uniéndolas previamente a 

microesferas (MEs) de látex aldehído/sulfato (#A37304, Molecular Probes Life 

Technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se incubaron 2,1 x 

109 VEs con 1 µL de MEs por 10 minutos a temperatura ambiente y por 16 horas a 4°C 

en agitador rotatorio. Al día siguiente, se agregó 1 M de glicina por 1 hora y BSA 10% 

por 45 minutos a temperatura ambiente, en agitador rotatorio. Luego, según la 

condición, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario anti-CD73 (#MA5-

15537, clon 1D7, Invitrogen) y el anticuerpo secundario IgG1 anti-mouse AlexaFluor 

488 (#406626, Biolegend), definiendo las siguientes condiciones experimentales: (a) 

MEs+RATEVs, (b) MEs+RATEVs+anticuerpo secundario anti-mouse AF488, y (c) 

MEs+RATEVs+anticuerpo primario anti-CD73+anticuerpo secundario anti-mouse 

AF488. La adquisición se realizó en un citómetro FACSCanto II (BD). 

Imaging Flow cytometry de células y VEs. 

Con el fin de complementar la caracterización de los RATregs y las RATEVs, éstas se 

analizaron mediante Imaging Flow Cytometry (IFC). Para esto, los LTs CD4+ (pre-

inducción) y los RATregs (post-inducción) fueron incubados con los anticuerpos anti-

CD73-PE, CD4-PerCP-Cy5.5 y CD25-PE-Cy7 durante 30 minutos a 4°C en la 

oscuridad. Por otro lado, las RATEVs obtenidas a partir de los RATregs previamente 
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teñidos con CFSE (#C34554, ThermoFisher) fueron incubadas con un anticuerpo anti-

CD73-PE 1:20 por 1 hora (106). Ambas muestras fueron trasladadas al John Vane 

Science Centre, de la Queen Mary University of London, Inglaterra, para ser analizadas 

en el equipo AMNIS ImageStreamX Mark II. Para los RATregs, los parámetros de 

adquisición fueron: magnificación 40x, velocidad adquisición baja y opción de remover 

beads desactivada. Para las RATEVs, los parámetros de adquisición fueron: 

magnificación 60x, velocidad de adquisición bajo, intensidad de los láseres al máximo, 

tamaño del “core central” de 7 µm y opción de remover beads desactivada. Las 

imágenes obtenidas se analizaron con el software IDEAS v.6.2 (107). 

Ensayo de bio-distribución 

Dado que las RATEVs serían utilizadas para su inoculación en el periodonto en ratones 

afectados de periodontitis experimental, previamente, se analizó su bio-distribución y 

tiempo de permanencia en el sitio de punción, para ratificar que se encuentran 

disponibles en el periodonto para cumplir su efecto. Para esto, las RATEVs fueron 

teñidas durante 1 hora a 37°C con 71 µM DiR (DiIC18(7): 1,1′-dioctadecyl-3,3,3′,3′-

tetramethylindotricarbocyanine iodide) (Biotum, #60017), sonda fluorescente lipofílica 

que tiñe estructuras compuestas de membrana citoplasmática, tales como las VEs. Tras 

su excitación a λEx 748 nm, la sonda emite fluorescencia en el espectro near-infrared 

(λEm 780 nm) (108). En ratones C57BL/6, 1,3 x 108 de RATEVs teñidas se inocularon 

en un volumen de 1,2 µl intragingivalmente por palatino en relación al segundo molar, 
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utilizando una jeringa Hamilton. Como control negativo, se inoculó 1,2 µL de PBS DiR 

71 µM, libre de RATEVs. Luego, se procedió a realizar la excitación y detección de la 

sonda en un equipo LI-COR Odyssey® Clx Imaging System a los siguientes tiempos: 0 

min, 30 min, 24 h, 48 h, 72 h y 7 días. Al día 7, se realizó la eutanasia de los animales y 

la extracción del maxilar, los linfonodos cervicales, los linfonodos axilares, el bazo, el 

hígado y los riñones, para realizar la detección de la señal de DiR ex vivo. Para el 

análisis, los parámetros utilizados fueron: profundidad µ=169 µm, calidad in vivo 

Q=lowest, calidad ex vivo Q=highest y foco de 2,0 mm. 

Evaluación de la actividad de CD73 

Con el fin de establecer si la ectoenzima CD73 expresada en los RATregs y presente en 

las RATEVs se encontraba enzimáticamente activa, se evaluó la generación de fosfato 

inorgánico y ADO a partir del sustrato 5’-AMP mediante ensayos independientes 

detallados a continuación. 

Análisis de la producción de fosfato 

Para medir la producción de fosfato inorgánico, se realizó el ensayo colorimétrico 

Malachite green utilizando el kit SensoLyte (AnaSpec, Fremont, CA, EEUU). Previo a 

la realización del ensayo, los RATregs y las RATEVs se lavaron y resuspendieron en 

solución tampón libre de fosfato (TLF). Esto último para eliminar cualquier traza de 

fosfato en el medio que pudiera confundirse con el fosfato generado a partir de la 

hidrólisis de AMP mediada por CD73 (109). Asimismo, se preparó 50 µM de 5’-AMP 
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(#A2252, Sigma) y 100 µM de ADO 5′-(α, β-methylene) diphosphate (Inhibidor de 

CD73. #M3763, Sigma) en solución TLF. 

En placas de 96 pocillos, 2,5, 5 o 10 x105 RATregs o RATEVs obtenidas a partir de 1 o 

2 x106 RATregs (nombradas EV-1 y EV-2, respectivamente) se incubaron en presencia 

de 50 µM de 5’-AMP (Sigma, #A2252) durante 30 min a temperatura ambiente. Para 

evaluar qué proporción de la producción de fosfato era dependiente de la actividad de 

CD73, en algunas condiciones se agregó 100 µM del inhibidor de CD73 previamente 

mencionado. Como control, para determinar la producción basal de fosfato por parte de 

las células y VEs, se incluyeron las condiciones de células o partículas en ausencia del 

sustrato 5’-AMP e inhibidor de CD73. Luego de la incubación, las muestras fueron 

expuestas a 20 µL del reactivo colorimétrico Malachite green el cual se incubó en 

agitación por 10 min, siguiendo las indicaciones del kit. Finalmente, se midió la 

absorbancia en un espectrofotómetro a 600 nm. Para cuantificar los niveles de fosfato, 

los valores de absorbancia fueron comparados con una curva estándar incluida en el kit. 

Análisis de la producción de adenosina 

Para medir la producción de ADO, 1 o 2 x 105 RATregs o las RATEVs obtenidas a 

partir de 2 x106 RATregs fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con 10% SBF 

libre de VEs en presencia de 5 mM de 5’-AMP, 10 µM de 6-((4-Nitrobenzyl)thio)9-β-D-

ribofuranosylpurine (NBTI, Sigma #N2255) y 50 µM erythro-9-(2-Hydroy-3-nonyl)-

adenine hydrochloride (EHNA-HCl, Sigma #E114) a 37°C por 1 hora. Para evaluar si la 
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producción de ADO está dada por la actividad específica de CD73, se incluyeron las 

condiciones de células o partículas incubadas con 1 mM del inhibidor de CD73 previo a 

la adición del sustrato 5’-AMP. Luego de 1 h de incubación, 10 µL del sobrenadante fue 

utilizado para medir los niveles de ADO utilizando el ensayo PathHunter ADORA2B 

(DiscoverX), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentración de ADO 

producida fue calculada utilizando como referencia una curva estándar de adenosina 

(Sigma, #A9251). 

Ensayo de supresión sobre leucocitos 

Para evaluar la capacidad inmunosupresora de las RATEVs, leucocitos totales de bazo 

depletados de eritrocitos se aislaron de ratones C57BL/6 utilizando un amortiguador de 

lisis (Red blood cell lysis buffer #420302, Biolegend). Luego, los leucocitos fueron 

teñidos utilizando el kit CellTraceTM Violet Cell Proliferation (CTV #C34557, 

Thermofisher), en el cual se usa un marcador que permite detectar los ciclos de 

proliferación celular mediante su dilución secuencial. Las células teñidas se activaron 

con el anticuerpo anti-CD3Ƹ (clon 145-2C11, #BE0001-1, BioXcell) para estimular la 

proliferación específica de los LTs, los cuales fueron expuestos a distintas 

concentraciones de RATEVs: 1,3, 2,6 y 5,2 x 108 partículas (EV-1/EV-2/EV-3, 

respectivamente). Como control, se utilizaron células no activadas o activadas expuestas 

a PBS 1X, utilizado como vehículo. Luego de 72 h, las células fueron recuperadas, 

teñidas con los anticuerpos correspondientes y analizadas por CF evaluando la expresión 
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de CD4 (APC Cy7, clon RM4-5 Biolegend #100525) y CD8 (BV510, clon 53-6.7 

Biolegend #100751) para diferenciar entre ambos subtipos de LTs, CD25 (PerCP Cy5.5, 

clon PC61 Biolegend #102029) para determinar el efecto sobre la activación y CTV para 

el análisis de proliferación celular. 

Ensayo de supresión con RATEVs sobre LTs CD4+ CD73- y CD73+ en presencia de 

AMP ± APCP (inhibidor de CD73)  

Para evaluar si CD73 es determinante en la función supresora de las RATEVs sobre 

LTs, realizamos un ensayo de supresión sobre LTs CD4+CD73- (para prevenir cualquier 

efecto asociado a CD73 unido a la membrana de los LTs respondedores), en presencia 

de AMP. Asimismo, a modo de comparación, el ensayo también fue llevado a cabo 

sobre LTs CD4+CD73+. 

Para obtener las células respondedoras, se aislaron LTs CD4+CD73- y CD4+CD73+ 

mediante FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). Tras su purificación, con el 

objetivo de inducir su activación, 1 x 105 células respondedoras fueron estimuladas con 

10 µg/mL de anti-CD3Ƹ (Clon 145-2C11, #BE0001-1, BioXcell) y 2 µg/mL de anti-

CD28 (Clon 37.51, #102116, Biolegend) incubados previamente por 3-4 h a 37°C en la 

placa de cultivo como solución de coating. Todas las células fueron cultivadas en 

presencia del inhibidor de adenosina deaminasa (ADA), EHNA (10 µM) y el inhibidor 

del transportador de adenosina, NBTI (10 µM). En las condiciones correspondientes, se 

agregó 5’-AMP 50 µM (#A2252, Sigma), alguno de los inhibidores de CD73, APCP1 
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(#M8386, Sigma) o APCP2 (#M3763, Sigma) y/o RATEVs (1,3 x 108 o 2,6 x 108 

partículas. EV-1 y EV-2, respectivamente). Las células fueron cultivadas en RPMI 

suplementado con 1% de penicilina-estreptomicina, 1% HEPES y 10% suero bovino 

fetal libre de VEs a 37°C y 5% CO2 por 3 días en placas de 96 pozos fondo U. 

Para evaluar la capacidad supresora de las RATEVs en presencia de AMP y la 

relevancia de CD73, al momento de la recuperación de las células, se analizó el efecto 

de los RATEVs ± AMP y de la inhibición de CD73 sobre la expresión del marcador de 

activación CD25 mediante CF. 

Inducción de la periodontitis experimental 

La periodontitis experimental fue inducida en ratones C57BL/6, atando una ligadura de 

seda 5-0 alrededor de los 2°s molares maxilares, con el objetivo de provocar la 

acumulación local de bacterias orales que emule la generación de la periodontitis en 

humanos, de acuerdo al protocolo descrito por Abe et al. (110). Como control, se 

utilizaron animales sanos sin ligadura (control Sano). Para evaluar el efecto de las 

RATEVs sobre la respuesta inmuno-inflamatoria y la resorción ósea alveolar generada 

durante la periodontitis, las RATEVs se inocularon en la encía palatina en relación al 2° 

molar maxilar al día 3 y 6 de generada la periodontitis, en concentraciones de 1,3 x 108 

partículas (grupo EV-1) o 2,6 x 108 partículas (grupo EV-2). En los ratones control del 

tratamiento, se inoculó el vehículo PBS 1X estéril (grupo Periodontitis no tratado). 

Luego de 10 días, los animales se eutanasiaron mediante sobredosis de 
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ketamina/xylacina y se realizó la colección de la mucosa gingival palatina, los 

linfonodos cervicales y los huesos maxilares para su posterior análisis. 

Análisis de la frecuencia y fenotipo de LTs (Th17/Treg) y Macs (M1/M2) 

Para el análisis de la respuesta inmuno-inflamatoria, se utilizó la mucosa gingival 

palatina y los linfonodos cervicales, los cuales fueron procesados siguiendo protocolos 

descritos previamente (111, 112). Brevemente, la mucosa gingival se separó del tejido 

óseo y se desorganizó mediante digestión enzimática en medio de cultivo RPMI libre de 

suero, suplementado con 3,2 mg/mL de colagenasa tipo IV (#17104-019, Gibco) y 0,15 

µg/mL de DNAsa I (#DN25, Sigma) durante 1 h en agitación. En los últimos 5 minutos, 

se agregó 50 µL de EDTA 0,5 M y, finalmente, se procedió a la disgregación mecánica 

de las muestras para obtener una suspensión de células totales, utilizando el émbolo de 

una jeringa y un filtro celular de 70 µm. Las células obtenidas se lavaron en medio 

RPMI suplementado con SBF y se cuantificaron utilizando un contador automático 

(Luna IITM, logos Biosystems). Los linfonodos cervicales se disgregaron 

mecánicamente como se describió para la mucosa, sin necesidad de realizar previamente 

el paso de digestión enzimática. De igual manera, las células obtenidas se cuantificaron 

utilizando el contador automático. Las células obtenidas se estimularon con 50 ng/mL de 

PMA, 1 µg/mL de ionomicina y 3 ng/mL de brefeldina durante 4 h a 37°C.  

Consecutivamente, las células se marcaron con anticuerpos específicos para la 

identificación de Macs M1 o M2 y LTs Th17 o Tregs (Anexo 3). Finalmente, para 
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detectar la expresión de estos marcadores, y así cuantificar la frecuencia de los distintos 

fenotipos celulares, las muestras fueron analizadas en un citómetro de flujo BD LSR 

Fortessa X-20 (BD). En el caso de las muestras de linfonodos, los datos fueron 

analizados y expresados mediante la visualización algorítmica (viSNE) de t-Distributed 

Stochastic Neighbor Embedding, método estadístico para visualización de alta 

dimensionalidad en el cual a cada evento se le asigna una ubicación en un mapa 

bidimensional. De esta manera se genera una reducción no lineal de la dimensionalidad 

para la visualización de múltiples parámetros. Específicamente, se modela cada objeto 

de alta dimensionalidad de manera tal que aquellos eventos similares se modelan como 

puntos cercanos y los no similares como puntos distantes. 

Análisis de la pérdida ósea alveolar 

La pérdida ósea alveolar fue analizada morfométricamente basándonos en los 

parámetros descritos por Abe et al. (110). Tras la remoción de la mucosa gingival, los 

huesos maxilares se fijaron en paraformaldehído al 4% por 24 h. Luego, los huesos se 

lavaron con PBS 1X, se hirvieron en agua destilada por 5 min para eliminar cualquier 

resto de tejido blando y se almacenaron en etanol 70%.  Un día antes de ser 

fotografiados, los huesos se rehidrataron en suero fisiológico por aproximadamente 24 h. 

Posteriormente, los huesos maxilares se hemi-seccionaron y montaron sobre fondo negro 

opaco, para ser fotografiados desde su superficie vestibular y palatina con una cámara 

Nikon D5600, con un lente macro AF-S DX Micro-Nikkor de 85 mm f/3.5G ED VR y 
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un flash Yongnuo YN14EX II. Las tomas fotográficas fueron estandarizadas con los 

siguientes parámetros: f29, S 1/60, ISO 200, flash 1/32 +0.7 y una magnificación de 1:1. 

Para lograr un enfoque estable, se utilizó trípode y un riel de enfoque Manfrotto 454. 

Todas las fotografías fueron tomadas en formato RAW y JPG para su análisis utilizando 

el programa Image J (NIH, EEUU). La pérdida ósea se calculó de 2 formas: como área 

de resorción y como distancia lineal. Para calcular el área de resorción ósea, los 

parámetros utilizados para definir el área de interés fueron: el límite amelo-cementario 

(LAC), la superficie mesial del 1er molar, la cresta óseo alveolar (COA) y la superficie 

distal del 3er molar. Para determinar el área de resorción ósea alveolar se cuantificó el 

área ósea promedio del grupo control sin ligadura (Sano) y se sustrajo del área calculada 

en los grupos con periodontitis sin tratamiento (Perio) o tratados con las 2 dosis de 

RATEVs indicadas anteriormente (EV-1 y EV-2). Para el cálculo lineal de la pérdida 

ósea, se trazaron líneas guía entre el LAC y el COA en 9 sitios anatómicos: En el 1er 

molar (5 sitios): cúspide mesio-palatina o mesio-vestibular, surco palatino o vestibular, 

cúspide disto-palatina o disto-vestibular, surco disto-palatino o disto-vestibular y 

cúspide distal. En el 2° molar (3 sitios): cúspide mesio-palatina o mesio-vestibular, surco 

palatino o vestibular y cúspide disto-palatina o disto-vestibular. En el 3er molar (1 sitio): 

cúspide palatina o vestibular. Para la cuantificación de la resorción ósea, se midió la 

distancia LAC-COA en cada uno de estos 9 sitios anatómicos y los datos obtenidos 

fueron registrados como distancia lineal promedio. 
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Detección de OCs mediante análisis histológico 

Con el objetivo de apoyar el análisis morfométrico, realizamos la detección in situ de 

OCs presentes en los tejidos periodontales de los ratones de los grupos control (Sano y 

Perio) y experimentales (EV-1 y EV-2). Para esto, se obtuvieron biopsias maxilares, las 

cuales fueron procesadas para su posterior tinción y análisis histológico siguiendo un 

protocolo previamente descrito (113). Brevemente, los especímenes fueron fijados en 

formalina al 10%, pH 7.4 durante 24 h, desmineralizados en EDTA 5% (Sigma-Aldrich) 

por 60 días y embebidos en parafina. Luego, los bloques de parafina con el tejido 

embebido se cortaron utilizando un micrótomo para obtener secciones de 8 µm de 

grosor. Los cortes fueron teñidos utilizando el kit de tinción histoquímica para TRAP 

“Acid phosphatase, leukocyte (TRAP) kit” (Sigma-Aldrich, #387A) siguiendo las 

instrucciones indicadas por el fabricante. Las secciones teñidas fueron analizadas y 

fotografiadas con un microscopio óptico (AxioStarPlus, Carl Zeiss). Las células TRAP+ 

multinucleadas que se encontraran en contacto con el tejido óseo subyacente fueron 

consideradas como OCs. 

Análisis estadísticos 

Los datos se analizaron utilizando el software SPSS v.22.0 (IBM Corp). La normalidad 

de la distribución de los datos se estableció utilizando la prueba de Kolmogorov-

Smirnov. Las diferencias entre las distintas condiciones experimentales se determinaron 

utilizando las pruebas ANOVA y post-hoc Bonferroni. El nivel de significancia se 
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estableció como α <0.05. En las figuras, los valores de p se indican como * para p-valor 

<0,05; ** para p-valor <0,01 y como *** para p-valor <0,001. La ausencia de 

significancia estadística se indicó como ns. 
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V. RESULTADOS 

Los Tregs inducidos en presencia de ácido retinoico (RATregs) expresan altos 

niveles de FoxP3, CD25 y CD73. 

Con la finalidad de generar Tregs para el posterior aislamiento de sus VEs, lo primero 

que realizamos fue la inducción de Tregs in vitro en presencia de ATRA a partir de LTs 

CD4+ (pureza >90%, Figura Suplementaria 1), los cuales denominamos RATregs. 

Estas células se caracterizaron evaluando la expresión de Foxp3, CD25 y CD73 al día 0 

previo a la exposición de citoquinas polarizantes (Figura 1A y B, fila superior) y luego 

de los 5 días de cultivo bajo los estímulos de inducción a RATregs (Figura 1A y B, fila 

inferior).  Al día 0, previo al proceso de inducción, la expresión de FoxP3, CD25 y 

CD73 fue de 12,1%; 10,9% y 62%, respectivamente. Luego de los 5 días de inducción, 

más del 97% de las células cultivadas expresaron FoxP3 (>97%), CD25 (>99%) y CD73 

(>99%), y una elevada densidad de las moléculas CD25 y CD73 representada por la 

intensidad de fluorescencia media (MFI). Mediante esta caracterización confirmamos 

que, luego de la exposición a las citoquinas polarizantes y ATRA, los RATregs 

presentaron el fenotipo característico de los nTregs (CD4+FoxP3+CD25high) y que, 

además, expresaron un alto nivel de CD73.  

Para complementar estos hallazgos e identificar la distribución topográfica de las 

moléculas de interés, realizamos el análisis de estas células por IFC. Al igual que los 

resultados obtenidos por CF, en la Figura 1B se muestra que los RATregs, tras su 
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diferenciación (fila inferior), aumentan su expresión de CD73 y CD25 en comparación a 

los LT CD4+ previo al proceso de inducción (fila superior). La expresión de CD73 se 

presentó preferencialmente en superficie, en relación a la membrana celular, no así 

CD25, el cual se distribuye tanto en citoplasma como en membrana celular. 



  

 36   

 

 

Figura 1: Los RATregs presentan el fenotipo característico de los Tregs (CD4+FoxP3+CD25high) y una 

alta expresión superficial de CD73.  

(A) Análisis por FC de la expresión de Foxp3 (GFP reportero), CD25 (PE) y CD73 (APC) en LT CD4+ 

aislados por separación inmuno-magnética (fila superior) y RATregs post inducción en presencia de 

citoquinas polarizantes y ATRA (fila inferior). Las células fueron previamente seleccionadas como 

Singlets/Live/CD4+. (B) Imaging Flow Cytometry, marcaje de superficie de CD73 (PE), CD4 (PerCP-

Cy5.5) y CD25 (PE-Cy7). Fila superior: LTs CD4+ aislados al día 0, previo al cultivo en condiciones de 

diferenciación. Fila inferior: RATregs inducidos luego de 5 días de cultivo en presencia de TGF-β1, IL-2 

y RA. 
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Caracterización de las VEs derivadas de RATregs (RATEVs). Tamaño, presencia 

de CD73, CD81, y bio-distribución. 

A partir del medio condicionado recuperado del cultivo de los RATregs, se aislaron VEs 

(RATEVs) las cuales fueron caracterizadas mediante NTA para determinar el tamaño 

promedio, la distribución de tamaños y concentración.  

A partir del análisis por NTA, se observó que el tamaño promedio de las partículas fue 

de 141 nm (±71,1) (Figura 2A), lo cual indica que las RATEVs son VEs principalmente 

pequeñas, término acuñado como “small extracelular vesicles” o sEVs (71). 

Adicionalmente, detectamos que la muestra estudiada contiene poblaciones heterogéneas 

de partículas de distintos tamaños, es decir, que la muestra puede contener tanto Exos 

(30-200 nm) (68) de origen endocítico como MVs (50-1000 nm) generadas directamente 

de la evaginación de la membrana plasmática. Es relevante mencionar que los rangos de 

tamaño entre ambos tipos de VEs presentan un amplio tramo de superposición, por lo 

que no es posible identificar su origen únicamente mediante el análisis de su tamaño. No 

obstante, tanto Exos como MVs, han sido reconocidas como agentes de comunicación 

intercelular biológicamente activos (71, 114), por lo que para los consecuentes 

experimentos y ensayos funcionales se utilizó el aislado completo de VEs derivadas del 

cultivo de RATregs.  

Al detectar una alta expresión de CD73 en los RATregs y, considerando que esta enzima 

es una molécula asociada a inmunosupresión, hipotetizamos que las RATEVs también 
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podrían cargar altas cantidades de CD73. Por lo tanto, mediante la utilización de 

diferentes técnicas, evaluamos la presencia de CD73 en las RATEVs. Por un lado, se 

realizó el análisis de IFC en el cual se identificaron VEs aisladas de células RATregs 

previamente teñidas con CFSE y posteriormente incubadas con el anticuerpo CD73-PE. 

En la Figura 2B, en el primer recuadro, se visualiza la morfología de la VEs presentada 

en la imagen en campo claro (brightfield). En el segundo y tercer recuadro se detecta la 

tinción con CFSE y CD73-PE respectivamente, lo cual confirma la presencia de la 

ectoenzima en las RATEVs. 

Con la finalidad de complementar la caracterización y corroborar la expresión de CD73 

previamente detectada por IFC, se procedió a evaluar su presencia por CF convencional. 

Para que las VEs adquirieran un tamaño detectable por CF, éstas fueron acopladas a 

beads de látex (LBs) y posteriormente teñidas con los anticuerpos correspondientes. La 

señal de fluorescencia para CD73-AF488 fue detectada únicamente en aquellas muestras 

de RATEVs teñidas para aquel marcador (Figura 2C, histograma celeste). A modo de 

comparación se realizaron los siguientes controles: RATEVs unidas a LBs (Figura 2C, 

gris claro) o RATEVs unidas a LBs incubadas únicamente con el anticuerpo 2rio 

AF488 anti-mouse (Figura 2C, gris oscuro) para descartar la presencia de auto-

fluorescencia basal o unión inespecífica del anticuerpo secundario, respectivamente. 

Ante estos resultados, confirmamos lo detectado por IFC. Al igual que los RATregs, las 

RATEVs presentaron un alto nivel de expresión de CD73. 
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Para explorar el origen de las VEs presentes en nuestra muestra, evaluamos la expresión 

de la tetraspanina CD81. Por otro lado, nos planteamos comparar los niveles de 

expresión de CD73 en las RATEVS con VEs obtenidas de otras fuentes celulares. Para 

esto, se aislaron VEs a partir de Tregs inducidos en ausencia de RA (iTregs) y de células 

de bazo (Spleen, en inglés). Para las tres muestras se realizó la detección de ambas 

proteínas (CD73 y CD81) mediante Western blot (WB) (Figura 2D). A partir de los 

resultados obtenidos confirmamos que las RATEVs están enriquecidas en CD73 

(Figura 2D, fila superior) y que, además, su presencia fue considerablemente mayor a 

la detectada en las muestras de VEs de iTregs y Spleen, lo cual se visualiza como una 

banda con mayor intensidad de fluorescencia. Por otro lado, las RATEVs presentaron 

una alta presencia de la tetraspanina CD81 (Figura 2D, fila inferior), indicando que se 

encuentran enriquecidas en VEs de origen endosomal del tipo Exos. 

Como parte de su caracterización y debido a que las RATEVs serían utilizadas 

posteriormente en el modelo de periodontitis, analizamos su patrón de biodistribución y 

permanencia en el sitio de punción luego de su inoculación palatina. Tanto RATEVs 

teñidas con DiR como el control PBS 1X + DiR fueron inoculados en la mucosa gingival 

para luego evaluar la presencia de fluorescencia infrarroja en el sitio de punción a 

distintos tiempos post-inoculación (Figura 2E). Ante esta aproximación, detectamos la 

señal de las RATEVs teñidas con DiR en lecturas de cuerpo completo hasta las 24 h post 

inoculación. Luego de 7 días, los ratones fueron eutanasiados y distintos órganos fueron 
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colectados para evaluar la presencia de señal de fluorescencia ex vivo. Al analizar el 

maxilar aislado, detectamos señal fluorescente en el sitio de punción donde se realizó la 

inoculación con RATEVs teñidas con DiR, no así en la muestra inoculada con el 

vehículo. No se detectó señal infrarroja en el resto de los órganos analizados.  

Todos estos resultados indican que las RATEVs aisladas del cultivo de RATregs 

corresponden a VEs de tamaño nanométrico enriquecidas en Exos CD81+ que, al igual 

que las células de origen, presentan altos niveles de la ectoenzima CD73 en su 

superficie. Por otro lado, las RATEVs permanecen en el sitio de administración (mucosa 

gingival) por al menos 7 días luego de ser inoculadas de manera local en condiciones no 

inflamatorias. 
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Figura 2: Las RATEVs presentan las características canónicas de las VEs, una alta expresión de CD73 

y permanecen en el sitio de administración tras su inoculación gingival por al menos 7 días.  

(A) Distribución de tamaño de RATEVs determinada mediante Nanoparticle Tracking Analysis. (B) 

Imaging Flow Cytometry, imagen de campo claro (izquierda), marcaje con CFSE-FITC (medio) y CD73-
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PE (derecha). (C) Caracterización de la expresión de CD73 en RATEVs por FC mediante la unión de VEs 

a LBs. Se presenta la estrategia de gating para identificar las RATEVs acopladas a LBs (izquierda). En el 

histograma, el gris claro representa el control de RATEVs acopladas a LBs sin marcaje y en gris oscuro el 

control de RATEVs acopladas a LBs incubadas únicamente con anticuerpo secundario AF488. El 

histograma azul muestra la expresión de CD73 en RATEVs acopladas a LBs incubadas con el anticuerpo 

primario CD73 y secundario anti-mouse AF488. (D) Detección de CD73 y CD81 en VEs derivadas de 

iTregs (inducidos en ausencia de RA), RATregs (RATEVs) y de esplenocitos (Spleen) mediante Western 

Blot, técnica de revelado por quimioluminiscencia. (E) Análisis de la bio-distribución y permanencia en 

el sitio de punción de RATEVs marcadas con DiR tras su inoculación gingival. Evaluación a los tiempos: 

0 min, 30 min., 24 h, 48 h, 72 h y 7 días. A los 7 días se realizó el análisis ex vivo de los órganos a los 

cuales potencialmente podrían distribuirse las RATEVs. Se presenta el acercamiento de las imágenes 

obtenidas de maxilar, hígado y riñones. En el maxilar, el círculo con línea discontinua roja exhibe el sitio 

de punción donde se realizó la inoculación de RATEVs teñidas con DIR o la solución control. 
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Evaluación de la actividad AMPasa de CD73 presente en RATregs y RATEVs 

Dado los altos niveles de CD73 detectados tanto en RATregs como RATEVs, nos 

planteamos evaluar si ésta se encontraba enzimáticamente activa, caracterizando su 

actividad AMPasa. Es decir, la capacidad de CD73 de producir independientemente 

fosfato inorgánico y ADO a partir de AMP exógeno. 

Para medir la producción de fosfato (Figura 3A-B) se utilizó el ensayo 

colorimétrico Malachite green descrito en la sección de materiales y métodos. 

Adicionalmente, para determinar si la generación de fosfato estaba principalmente 

mediada por la enzima CD73, en ciertas condiciones utilizamos el inhibidor 

específico de CD73 (APCP1). A modo de control, las células y VEs se incubaron en 

ausencia del sustrato AMP.  

Ante la exposición a AMP, los RATregs indujeron la producción de fosfato (62,23 ± 

27,07 µM/ 83,22 ± 39,44 µM/ 87,37 ± 31,07 µM) en todas las concentraciones 

evaluadas (25.000 /50.000 /100.000 células, respectivamente) (Figura 3A, barras 

negras). Este efecto fue revertido parcialmente ante la adición del inhibidor de 

CD73 (8,8 ± 6,74 µM/ 16,4 ± 8,85 µM/ 23,9 ± 11,86 µM, respectivamente) (Figura 

3A, barras grises). Por otro lado, y de manera similar a los RATregs, las RATEVs 

expuestas a AMP promovieron la producción de fosfato (8,08± 3,73 µM / 14,5± 

6,58 µM) en ambas concentraciones evaluadas (EV-1 y EV-2, respectivamente) 

(Figura 3B, barras negras). Asimismo, la producción de fosfato fue parcialmente 
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revertida ante la adición del inhibidor de CD73 (1,15± 1,64 µM / 1,61± 1,93 µM) 

(Figura 3B, barras grises). En todos los casos, en ausencia de AMP (Figura 3A-B, 

barras blancas), la producción basal de fosfato fue mínima; menor a 4 µM y 1 µM 

para RATregs y RATEVs, respectivamente. 

La capacidad de generar ADO a partir de AMP fue evaluada realizando el ensayo 

PathHunter ADORA2B (115). Al igual que en el ensayo de fosfato, para determinar 

la especificidad de la actividad enzimática, se utilizó el inhibidor de CD73. A modo 

de control, las células y VEs se incubaron en ausencia del sustrato. Como se 

esperaba, ante la exposición a AMP, los RATregs generaron ADO (42,42 ± 19,96 

µM/ 59,97 ± 7,02 µM) en ambas concentraciones utilizadas (100.000 /200.000 

células, respectivamente) (Figura 3C, barra roja). La adición del inhibidor de 

CD73 previno casi completamente la generación de ADO (0,46 ± 0,52 µM/ 1,37 ± 1 

µM) (Figura 3C, barra gris). Este mismo efecto fue detectado para las RATEVs, 

las cuales también produjeron ADO ante la exposición a AMP (50,3 ± 11,2 µM) 

(Figura 3D, barra roja). En contraste al fosfato, la adición del inhibidor de CD73 

previno casi completamente la generación de ADO (2,3 ± 1,7 µM) (Figura 3D, 

barra gris). En todos los casos, se produjeron cantidades mínimas o nulas de ADO 

en ausencia de AMP (Figura 3A-B, barras blancas). 
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Ante estos resultados comprobamos que CD73 presente tanto en los RATregs como 

en las RATEVs se encuentra enzimáticamente activa y es capaz de producir fosfato 

y ADO a partir de AMP.  
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Figura 3: La ectoenzima CD73 presente en RATregs y RATEVs genera fosfato y adenosina a partir de 

la hidrólisis de AMP.  

RATregs (A) y RATEVs (B) resuspendidas en solución tampón libre de fosfato a distintas 

concentraciones fueron incubadas solas o en presencia de AMP (50 μM) y en presencia o ausencia del 

inhibidor de CD73 (100 μM). Luego, para determinar la generación de fosfato inorgánico, se agregó el 

reactivo colorimétrico Malachite Green. Tras su incubación, se midió la absorbancia a 600 nm para cada 

una de las condiciones. Para cuantificar la concentración de fosfato los valores se compararon con una 

curva estándar. Los resultados representan la cantidad de fosfato producido por sobre el nivel basal 

(células o VEs incubadas en ausencia de AMP) y se muestran como promedio ± SD de 5 experimentos 

independientes. (C-D) Medición de los niveles de ADO producidos a partir de AMP utilizando el ensayo 

DiscoverX PathHunter β-Arrestin para el receptor ADORA2B transfectado en una línea celular 

reportera. Se evaluaron los niveles de ADO generados por 100.000 o 200.000 células RATregs (C) y 

RATEVs (D) obtenidas a partir de 2 x 106 RATregs. Las muestras fueron incubadas solas o en presencia 

de 5 mM de 5’-AMP y en presencia o ausencia del inhibidor de 1 mM de CD73. Las condiciones control 

incluyeron medio de cultivo solo, medio con 5’-AMP o en presencia de 5’-AMP e inhibidor de CD73 

(datos no mostrados). Para cuantificar la cantidad de ADO producida los valores fueron comparados con 

una curva estándar. El ensayo fue realizado en duplicado para cada muestra. Los datos se presentan 

como promedio ± SD de 4 muestras conglomeradas. Las diferencias entre las condiciones 

experimentales se determinaron utilizando las pruebas ANOVA y post-hoc Bonferroni, * p < 0,05; ** p 

< 0.01; p < 0,001; ns= non significant. 
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OBJETIVO 1: Caracterizar el rol de CD73 como mecanismo inmunomodulador 

de las VEs derivadas de RATregs mediante la evaluación de su efecto sobre la 

proliferación, activación y fenotipo de linfocitos T CD4+ in vitro en presencia de su 

inhibidor. 

Una vez caracterizadas las RATEVs, nos planteamos explorar su capacidad 

inmunosupresora evaluando su efecto sobre la proliferación y activación de LTs. Para 

evaluar la proliferación, aislamos y teñimos leucocitos de bazo con CTV, marcador que 

permite caracterizar los ciclos proliferación. El principio mediante el cual se evalúa la 

proliferación se basa en que, luego de cada división celular, las células hijas reciben la 

mitad de la marca fluorescente de sus células progenitoras, lo que permite analizar el 

número de divisiones celulares según las intensidades de fluorescencia detectadas por 

CF. Tras la tinción, se efectuó la activación de los LTs vía TCR con el anticuerpo anti-

CD3Ƹ para luego realizar el tratamiento con RATEVs en 3 distintas concentraciones 

(1,3/ 2,6/ 5,2 x 108 partículas, nombradas EV-1/ EV-2 y EV-3, respectivamente). A 

modo de control se adicionó el vehículo PBS 1X estéril (grupo activado sin 

tratamiento). 

Los resultados indican que, como se esperaba, tanto los LTs CD4+ como los CD8+ 

aumentan significativamente su frecuencia ante la activación con anti-CD3Ƹ (35,97 ± 

4,44% y 41,63 ± 6,53%, respectivamente) (Figura 4A, barra con cuadros rojos) en 

comparación al control sin activar (28,4 ± 14,99% y 26,34 ± 15,69%, respectivamente) 
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(Figura 4A, barras con círculos grises). No obstante, ambos subtipos linfocitarios 

respondieron de manera distinta ante la exposición a RATEVs. Por un lado, los LTs 

CD4+ redujeron su frecuencia a medida que aumentaba la concentración de VEs (34,03 

± 5,97% / 27,20 ± 8,72% / 25,80 ± 13,58%, para EV-1/EV-2/EV-3, respectivamente) 

(Figura 4A gráfico central, barras con puntos y triángulos celestes/ azules) en 

comparación al grupo activado sin tratamiento (35,97 ± 4,44%) (Figura 4A gráfico 

central, barras con cuadros rojos) y, por el otro, la frecuencia de LTs CD8+ fue 

aumentando (55,07 ± 10,57% / 62,03 ± 12,36% / 59,85 ± 17,89% versus 41,63 ± 

6,53%) (Figura 4A, gráfico a la derecha, barras con puntos y triángulos celestes/ 

azules versus cuadros rojos).  

Al evaluar la dilución de CTV, se identificó el número de ciclos celulares definidos 

como cada peak de fluorescencia identificado en los histogramas representativos de la 

Figura 4B. Se observa que el porcentaje de LTs CD4+ proliferantes fue similar en todos 

los grupos activados (Figura 4B, % Prolif. CD4+ T cells). No obstante, ante el 

tratamiento con RATEVs, el índice de proliferación disminuyó a medida que fue 

aumentando la concentración de RATEVs (1,92 ± 0,08 versus 1,71 ± 0,06 / 1,65 ± 0,12 

/ 1,53 ± 0,01) (Figura 4B, Prolif. Index CD4+ T cells), comprobando su efecto 

supresor. En el caso de los LTs CD8+, tanto el porcentaje de células proliferantes 

(Figura 4B, % Prolif. CD8+ T cells) (85,6 ± 14,41 versus 94,4 ± 4,92 / 95,7 ± 3,56 / 

95,9 ± 1,2) como el índice de proliferación (2,52 ± 0,31 versus 3,12 ± 0,44 / 3,44 ± 0,31 
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/ 3,8 ± 0,98) aumentó ante el tratamiento con RATEVs (Figura 4B, Prolif. Index CD8+ 

T cells).  

Asimismo, analizamos el porcentaje de células presentes en cada generación de 

proliferación (Figura 4C). Ante lo cual detectamos que, en el caso de los LTs CD4+ 

(Figura 4C, izquierda) activados sin tratamiento (rojo), el mayor porcentaje de células 

proliferantes se encuentra entre la tercera y cuarta generación (G3-G4) de células 

generadas a partir de las células parentales, presentando también un importante 

porcentaje en G5. Sin embargo, ante el tratamiento con RATEVs (barras azules), el 

mayor porcentaje de LTs CD4+ se concentró entre el primer y segundo ciclo de 

proliferación (G1-G2). En contraparte, los LTs CD8+ (Figura 4C, derecha) presentaron 

el efecto contrario. En el grupo activado sin tratamiento (rojo), las células proliferantes 

se concentraron en el cuarto y quinto ciclo de proliferación (G4-G5), en comparación 

con los grupos tratados con RATEVs, los cuales, al estimular la proliferación, presentan 

la mayor cantidad de células entre el quinto y séptimo ciclo (G5-G7). 

Finalmente, evaluamos el estado de activación de LTs CD4+ y T CD8+ tras el 

tratamiento con RATEVs cuantificando la expresión del marcador de activación CD25 

(Figura 4D-E, respectivamente). En concordancia con los resultados anteriores, los 

LTs CD4+ (Figura 4D) disminuyeron la expresión de CD25 ante el tratamiento con 

RATEVs, representada por una menor frecuencia de células CD4+CD25+ (8,95 ± 2,39% 

versus 4,55 ± 1,11% / 4,56 ± 1,01% / 5,54 ± 2,57%). Al contrario, los LTs CD8+ 
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(Figura 4E) aumentaron significativamente la expresión de CD25 ante el tratamiento 

con RATEVs en comparación al grupo activado sin tratamiento (4,3 ± 1,32% versus 

18,64 ± 5,88% / 26,51 ± 4,7% / 26,69 ± 15,1%). 

Sobre la base de estos hallazgos podemos concluir que las RATEVs son capaces de 

disminuir la proliferación y activación de LTs CD4+, ratificando su potencial 

inmunosupresor in vitro. En contraparte, promueven la proliferación y activación de 

LTs CD8+. 
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Figura 4: Las RATEVs suprimen y estimulan la proliferación/ activación de LTs CD4+ y CD8+, 

respectivamente.  

Células totales de bazo depletadas de eritrocitos fueron marcadas con CTV, activadas in vitro con anti-

CD3 soluble (1µg/mL), tratadas o no con RATEVs en 3 concentraciones distintas (EV-1/EV-2/EV-3, 

1,3/2,6/5,2 x108 respectivamente) y cultivadas en medio cRPMI libre de VEs por 72 h. A modo de 
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control, en la condición de activación, se adicionó el vehículo PBS1X. (A) Dotplot representativo 

(izquierda) y gráficos de cuantificación que expresan la frecuencia de LTs CD4+ (medio) y CD8+ 

(derecha) ante las distintas condiciones experimentales. (B) Histogramas representativos que muestran la 

proliferación de linfocitos T CD4+ (izquierda) o CD8+ (derecha) no activados (gris), activados + PBS 1X 

(rojo) o activados + RATEVs en concentraciones crecientes (azules). Los gráficos presentan el porcentaje 

de células proliferantes e índice de proliferación.  (C) Gráfico que expresa el porcentaje de LTs CD4+ 

(izquierda) o CD8+ (derecha) en cada generación de replicación celular. (D) Dotplot representativo de la 

expresión de CD25 en LTs CD4+ y CD8+ (E) junto con los gráficos de la frecuencia de LTs CD4+CD25+ 

o CD4+CD8+ respectivamente. Para todas las figuras se presentan datos conglomerados de dos 

experimentos independientes. Las diferencias entre las condiciones experimentales se determinaron 

utilizando las pruebas ANOVA y post-hoc Bonferroni, * p < 0,05; ** p < 0.01; p < 0,001; ns= non 

significant. 

Luego de haber caracterizado la capacidad inmunosupresora de las RATEVs sobre LTs 

CD4+, nos planteamos explorar el potencial mecanismo mediante el cual éstas modulan 

la respuesta inmune. Considerando que la ectoenzima CD73 cargada en VEs derivadas 

tanto de Tregs como de otros tipos celulares ha sido ampliamente asociada a 

inmunosupresión (73, 116-118), hipotetizamos que la actividad de CD73 podría ser un 

componente determinante para la función de las RATEVs. Además, nuestros resultados 

previos indican que CD73 presente en las RATEVs se encuentra activa 

enzimáticamente siendo capaz de generar ADO a partir de AMP. Al ser ADO una 

molécula altamente antiinflamatoria, nos propusimos explorar el rol de esta enzima en 

la capacidad inmunosupresora de las RATEVs. Para abordar esta interrogante 
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realizamos un ensayo de supresión con RATEVs en presencia de AMP, simulando un 

ambiente proinflamatorio enriquecido en ATP extracelular susceptible a ser 

rápidamente degradado en ADP/AMP y éste, a su vez, en ADO a partir de la acción de 

CD73. En este contexto, utilizamos LTs CD4+CD73- como células respondedoras con el 

fin de eliminar cualquier otra fuente de CD73 del sistema. Para develar la participación 

de CD73, en ciertas condiciones se añadió uno de los dos tipos de inhibidores de CD73 

(nombrados como APCP1 y APCP2). De esta manera evaluamos si al bloquear la 

capacidad de las RATEVs de hidrolizar AMP y generar ADO disminuye su capacidad 

inmunosupresora. A modo de comparación, se realizó el mismo ensayo sobre LTs 

CD4+CD73+. La pureza de ambos subtipos de LTs aislados mediante cell sorting se 

muestra en la Figura Suplementaria 2. 

Inicialmente, corroboramos que, en ausencia de estimulación con αCD3/αCD28, no 

se indujera la activación de LTs CD4+CD73- (Figura 5A, barras blancas) ni de 

CD4+CD73+ (Figura 5B, barras blancas). Para todas las condiciones sin activar, el 

porcentaje de expresión de CD25 fue menor al 3%, comprobando que las células no 

se activaron de manera espontánea en ausencia de estímulo. Tras la estimulación, se 

indujo la expresión de CD25 en ambos subtipos LTs (Figura 5A y 5B, primera 

barra roja), presentándose un 69,8 ± 19,7% y 39,3± 24,2% de células CD25+, 

respectivamente. No obstante, la adición de AMP disminuyó drásticamente la 

expresión de CD25 en los LTs CD4+CD73- (5,42 ± 4%) (Figura 5A, segunda 
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barra roja) y totalmente en los LTs CD4+CD73+ (0,9 ± 0,7%) (Figura 5B, segunda 

barra roja). Considerando estos resultados, analizamos si la estimulación pudo 

haber inducido la expresión de CD73 en los LTs CD4+CD73-, la cual estaría 

hidrolizando el AMP, generando ADO y, en consecuencia, e inhibiendo la 

activación de éstos. En la Figura 5C se muestra que la estimulación con 

αCD3/αCD28 por sí sola indujo la expresión de CD73 en los LTs CD4+CD73- 

(desde un 0,42 ± 0,6% en ausencia de estimulación a un 43,22 ± 13,4% post 

activación), por lo que los hace susceptibles a ser suprimidos en presencia de AMP. 

En contraste, y como era de esperar, más del 90% de los LTs CD4+CD73+ 

expresaron CD73 en todas las condiciones (Figura 5D), lo que explicaría su 

supresión total ante la adición de AMP.  

Tras definir el efecto del AMP sobre los LTs activados, evaluamos su respuesta a la 

adición de los inhibidores de CD73 previo a la incubación con AMP. En este 

contexto, detectamos que, al bloquear CD73, se recuperó casi totalmente (37,58 ± 

19,4% y 39,22 ± 22,8% para APCP1 y APCP2, respectivamente) (Figura 5A, 

tercera y cuarta barra roja) o incluso aumentó (57,7 ± 1,3% y 60,9 ± 1,9% para 

APCP1 y APCP2, respectivamente) (Figura 5B, tercera y cuarta barra roja) la 

activación de los LTs (expresión de CD25) (Figura 5A y 5B, tercera y cuarta 

barra de puntos rojos). Es decir, la adición de AMP (tras la inhibición de CD73) 

no suprimió su activación. 
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Una vez caracterizada la respuesta basal de ambos subtipos de LTs estimulados con 

αCD3/αCD28, en presencia o no de AMP e inhibidores de CD73, analizamos el 

efecto de la adición de RATEVs y de la inhibición de CD73 sobre la activación de 

LTs. Lo primero que detectamos fue que la adición de RATEVs en ausencia de 

AMP no fue capaz de suprimir la activación ni de los LTs. En el caso de los LTs 

CD4+CD73-, no hubo diferencias en la expresión de CD25 entre aquellas 

condiciones de células activadas tratadas con RATEVs en ausencia de AMP (69,42 

± 15,9% y 72 ± 14,7% para EV-1 y EV-2, respectivamente) (Figura 5A, primeras 

barras celeste y azul) y aquellas activadas sin RATEVs ni AMP (69,87 ± 19,7%) 

(Figura 5A, primera barra roja). En el caso de los LTs CD4+CD73+, la expresión 

de CD25 incluso aumentó ente el tratamiento con RATEVs en ausencia de AMP 

(44,4 ± 12,3% y 48,6 ± 22,1% para EV-1 y EV-2, respectivamente) (Figura 5B, 

primeras barras celeste y azul) en comparación al grupo activado sin RATEVs ni 

AMP (39,3 ± 24,2%) (Figura 5B, primera barra roja). Sin embargo, las RATEVs 

en conjunto con AMP, suprimieron completamente la activación de ambos subtipos 

de LTs, suprimiendo casi totalmente la expresión de CD25 tanto en LTs 

CD4+CD73- (0,47 ± 0,67% y 0,67 ± 1,57% para EV-1 y EV-2, respectivamente) 

(Figura 5A, segundas barras celeste y azul) como en LTs CD4+CD73+ (1 ± 0,6% 

y 1,9 ± 2,8% para EV-1 y EV-2, respectivamente) (Figura 5B, segundas barras 

celeste y azul). 



  

 56   

 

La adición de los inhibidores de CD73 tuvieron un efecto de distinta magnitud sobre 

los LTs CD4+CD73- que sobre los CD73+. Por un lado, el bloqueo de CD73 en el 

contexto de los LTs CD4+CD73- en presencia de las RATEVs y AMP (Figura 5A, 

tercera y cuarta barra celeste y azul) recuperó solo parcialmente la capacidad de 

estas células de activarse y expresar CD25 (12 ± 11,5% y 7,22 ± 7,08% para EV-1 y 

EV-2 en presencia de APCP1 y 11,9 ± 11% y 7,2 ± 7% para EV-1 y EV-2 en 

presencia de APCP2), en comparación con el efecto del bloqueo de CD73 previo a 

la adición de AMP y en ausencia de las RATEVs (37,5 ± 19,4% para APCP1 y 

39,22 ± 22,8% para APCP2) (Figura 5A, tercera y cuarta barra roja, 

respectivamente). En el caso de los LTs CD4+CD73+, este efecto fue aún más 

marcado. La adición de los inhibidores de CD73 en presencia de RATEVs y AMP 

recuperó en menor medida la capacidad de estas células de activarse, logrando un 

porcentaje de expresión de CD25 del 10,4 ± 15,1% y 2 ± 1% para EV-1 y EV-2 ante 

la inhibición con APCP1 (Figura 5B, tercera barra celeste y azul) y del 8,3 ± 

8,3% y 2,9 ± 2,3% para EV-1 y EV-2 ante la inhibición con APCP2 (Figura 5B, 

cuarta barra celeste y azul). En contraste, la inhibición de CD73 previo a la 

adición de AMP en ausencia de las RATEVs incluso estimuló la expresión de CD25 

por sobre la condición de activación basal (39,3 ± 24,2%) (Figura 5B, primera 

barra roja), donde la expresión de CD25 ante el uso de APCP1 fue 57,7 ± 1,3% 
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(Figura 5B, tercera barra roja) y 60,9 ± 1,9% para APCP2 (Figura 5B, cuarta 

barra roja).  

En resumen, podemos concluir que la actividad AMPasa mediada por CD73 

presente en las RATEVs es fundamental para que éstas puedan ejercer su actividad 

inmunosupresora sobre LTs CD4+. 
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Figura 5: La función AMPasa de CD73 presente en las RATEVs es determinante para su efecto 

inmunosupresor sobre LTs CD4+.  

LTs respondedores CD4+CD73- (A y C) o CD73+ (B y D) fueron estimulados con αCD3/αCD28 (10 y 2 

µg/mL, respectivamente) en presencia de EHNA (10 µM) y NBTI (10 µM) e incubados con AMP (50 
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µM), RATEVs (1,3 x 108 o 2,6 x 108 representadas como EV-1 y EV-2, respectivamente) y alguno de los 

inhibidores de CD73 (100µM) APCP1 o APCP2 según la condición correspondiente. Luego de 72 h, se 

evaluaron los niveles de activación de los LTs de acuerdo a la expresión de CD25 (A-B) y a la expresión 

de CD73 (C-D), mediante FC. (A) Gráfico de datos conglomerados donde se exhibe el porcentaje de LTs 

CD25+ inicialmente CD4+CD73-. Bajo los gráficos, se muestran smoothed dotplots representativos para 

cada condición. (B) Gráfico de datos conglomerados donde se exhibe el porcentaje de LTs CD25+ 

inicialmente CD4+CD73+. Bajo los gráficos, se muestran smoothed dotplots representativos para cada 

condición. (C-D) Smoothed dotplots representativos que muestran el porcentaje de células CD73+ para 

cada condición en LTs CD4+CD73+ y CD4+CD73+, respectivamente. Los datos se presentan como 

promedio ± SEM de 2 experimentos independientes. Las diferencias entre las condiciones experimentales 

se determinaron utilizando las pruebas ANOVA y post-hoc Bonferroni, * p < 0,05; ** p < 0.01; p < 0,001; 

ns= non significant. 
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OBJETIVO 2: Analizar el efecto de las vesículas extracelulares derivadas de 

RATregs en la frecuencia y fenotipo de Macs (M1/M2) y linfocitos T CD4+ 

(Th17/Treg) durante la periodontitis. 

Las VEs derivadas de Tregs han demostrado regular la respuesta de distintos tipos de 

células inmunes tanto in vitro como in vivo (72, 75, 79, 80, 119). Asimismo, nuestros 

resultados previos confirman que las RATEVs son capaces de suprimir la respuesta 

efectora de LTs. Considerando estos antecedentes, nos planteamos investigar el efecto 

de las RATEVs sobre la respuesta inmune gatillada durante la periodontitis. Para esto, 

utilizamos el modelo experimental de inducción por ligadura (descrito en la sección de 

materiales y métodos). El esquema general del modelo y los días en los cuales se 

realizaron las inoculaciones de RATEVs o PBS 1X (vehículo) se presentan en la Figura 

6A. Transcurridos los 10 días, caracterizamos el efecto del tratamiento con RATEVs 

sobre la respuesta inmune local en la mucosa gingival y linfonodos cervicales. Para esto, 

evaluamos los cambios en la frecuencia y fenotipo de distintas poblaciones leucocitarias, 

con especial enfoque en LTs CD4+ (Figura 6 y 7) y Macs (Figura 8).  

Para distinguir las distintas poblaciones de LTs en la mucosa gingival y linfonodos 

cervicales definimos una estrategia de gating (Figura Suplementaria 3 y 4, 

respectivamente) que nos permitió identificar los LTs CD4+, CD8+ y Tregs. Luego, en 
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aquellas poblaciones celulares, evaluamos las distintas moléculas de interés tales como 

marcadores de superficie, factores de transcripción y citoquinas.  

Inicialmente, en la mucosa gingival, evaluamos al estado de activación de los LTs CD4+ 

según la expresión del marcador de activación CD25 (Figura 6B) (120). En este 

contexto, detectamos una menor expresión de CD25 en los grupos tratados con RATEVs 

(EV-1 y EV-2) en comparación al grupo con periodontitis no tratado (Perio) (19,58 ± 

6,01% y 27,63 ± 14,07% versus 43,05 ± 14,39%, respectivamente). Luego, evaluamos 

las poblaciones linfocitarias asociadas con el proceso de destrucción ósea, es decir, LTs 

CD4+ secretores de IL-17A y/o que expresen RANKL. Ante el tratamiento con las dos 

dosis de RATEVs, la frecuencia de LTs CD4+IL-17A+ disminuyó significativamente en 

comparación al grupo no tratado (12,24 ± 4,72% y 13,42 ± 6,8% versus el control 31,16 

±14,18%) (Figura 6C).  La misma tendencia se observó para la población de LTs 

CD4+RORγt+ (10,66 ± 6,44% y 12,3 ± 8,49% versus el control 31,86 ±28,47%) (Figura 

6C) y CD4+RANKL+ (42,07 ± 11,22% y 44,97 ± 14,96% versus 58,21 ± 11,01%) 

(Figura 6D). Por otro lado, estudiamos el efecto de las RATEVs sobre los Tregs 

(CD4+FoxP3+) (Figura 6E, gráfico izquierdo). En este caso, detectamos que el 

tratamiento con RATEVs en ambas concentraciones disminuyó la frecuencia total de 

Tregs (19,92 ± 7,9% y 24,39 ± 13,29% versus el control 37,49 ±10,29%). Ante estos 

resultados y, teniendo en cuenta que los Tregs en respuesta al microambiente 

proinflamatorio local, son susceptibles a perder su capacidad inmunosupresora y a 
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adquirir funciones proinflamatorias que contribuyen a la patogénesis de la enfermedad 

mediante, por ejemplo, la secreción de citoquinas proinflamatorias, evaluamos la 

presencia de Tregs secretores de IL-17A (51, 121). Al igual que en el caso de los LTs 

Th17 (RORγt+), la frecuencia de Tregs IL-17A+ aumentó durante la periodontitis; no 

obstante, el tratamiento con RATEVs disminuyó significativamente su frecuencia (24,67 

± 4,26% y 28,05 ± 6,77% versus el control 46,21 ± 21,86%) (Figura 6E, gráfico 

derecho). 

Finalmente, basado en antecedentes que describen que las VEs pueden transportar y 

transferir sus moléculas cargo a las células blanco, nos planteamos analizar si el 

tratamiento con RATEVs generó algún cambio en la expresión de CD73 en los LTs 

CD4+ presentes en la mucosa gingival (Figura 6F). En este sentido, no detectamos 

cambios significativos entre los grupos tratados con RATEVs y el control sin 

tratamiento en cuanto a la frecuencia de LTs CD4+CD73+ (34,4 ± 8,4% y 39,8 ± 11,8% 

versus el control 36,2 ± 14,4%) ni la MFI de CD73 (572,8 ± 119,5 y 658,3 ± 179,9 

versus 591,7 ± 200,9). Por esta razón procedimos a evaluar su expresión en los LTs 

presentes en los linfonodos cervicales drenantes de los tejidos periodontales. 
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Figura 6: Las RATEVs modulan la respuesta de LTs CD4+ presentes en la mucosa gingival durante la 

periodontitis suprimiendo su activación, secreción de IL-17A y expresión de RANKL. 

(A) Esquema del modelo de inducción de periodontitis experimental y pauta de inoculación de RATEVs/ 

PBS 1X. (B) Frecuencia de LTs CD4+CD25+. (C) Dot plot representativo de la expresión de IL-17A en 

LTs CD4+ (izquierda) y gráfico de datos conglomerados de la frecuencia de LTs CD4+IL-17A+ y 

CD4+RORγt+ (gráfico central y derecho, respectivamente) (D) Frecuencia de LTs CD4+RANKL+ (E) 

Frecuencia de Tregs totales (CD4+FoxP3+) y Tregs secretores de IL-17A (CD4+FoxP3+IL-17A+) (gráfico 

a la izquierda y a la derecha, respectivamente) (F) Frecuencia de LTs CD4+CD73 y MFI para CD73 

(gráfico a la izquierda y a la derecha, respectivamente). Los datos que se presentan son a partir de 3 

experimentos independientes donde cada punto representa un ratón.  Los grupos Sano y EV-1 tienen un n 

= 6 y los grupos Perio y EV-1 un n = 8. De manera excepcional, debido al reducido número de eventos, 

en el análisis de los Tregs IL-17A+, los grupos EV-1 y EV-2 presentan un n = 3. Los gráficos se expresan 

en promedio ± desviación estándar (SD). Las diferencias entre las condiciones experimentales se 
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determinaron utilizando las pruebas ANOVA y post-hoc Bonferroni, * p < 0,05; ** p < 0.01; p < 0,001; 

ns= non significant.  

Ante los resultados obtenidos en la mucosa gingival, nos planteamos a evaluar los 

niveles de expresión de CD73 en tres poblaciones celulares de LTs: CD4+, CD8+ y Tregs 

(CD4+FoxP3+) presentes en los linfonodos cervicales. Para su visualización, se realizó 

un análisis de alta dimensionalidad t-SNE siguiendo los pasos previamente descritos 

(122) En la Figura 7A (superior) se presenta uno de los mapas generados del análisis 

donde se representa, en código de color, el área donde se encuentra cada una de las 

poblaciones de interés. Es decir, los LTs CD8+ (amarillo), LTs CD4+ (rojo) y Tregs 

CD4+FoxP3+ (verde). 

En los mapas viSNE (Figura 7A, inferior) se muestra la distribución de expresión de 

los marcadores analizados representados en escala de color tipo mapa de calor para 

todos los grupos experimentales. En las primeras tres columnas podemos identificar los 

subtipos celulares de LTs CD4+, CD8+ y Tregs, respectivamente. En la cuarta columna 

se exhiben los niveles de expresión de CD73 para cada uno de los subtipos celulares de 

interés. Adicionalmente, la expresión de CD73 también se expresa como dot plots 

representativos y gráficos de datos conglomerados en las Figuras 7B-D. Tanto en los 

LTs CD4+ totales (Figura 7B) como en los Tregs (Figura 7C) identificamos una 

subpoblación que presentó una alta expresión de CD73, la cual definimos como 

CD73high. Por esta razón, para los LTs CD4+ y Tregs, separamos el análisis en la 
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población CD73+ total y CD73high. En contraparte, en los LTs CD8+ (Figura 6D) se 

presenta únicamente la población CD73+ total ante la ausencia de una población 

CD8+CD73high. 

En los linfonodos cervicales, el tratamiento con RATEVs en ambas concentraciones 

(EV-1 y EV-2) aumentó significativamente la frecuencia de LTs CD4+CD73+ (32,04 ± 

5,57% y 31,76 ± 10,21% versus 25,7 ± 8,45%) y CD4+CD73high (6,8 ± 1,68% y 6,55 ± 

3,26% versus 5,05 ± 2,45%) en comparación al grupo con periodontitis no tratado 

(Perio) (Figura 7B). En el caso de los Tregs (CD4+FoxP3+), el tratamiento con RATEVs 

no generó cambios en la frecuencia total de Tregs CD73+, sino que aumentó los niveles 

de expresión de CD73, incrementando la frecuencia de Tregs CD73high (55,33 ± 13,04% 

y 53,18 ± 18,47% versus 41,73 ±17,94%) (Figura 7C). De manera similar, en los LTs 

CD8+ también aumentó la frecuencia de células CD73+ en los grupos tratados con 

RATEVs (61,72 ± 5,71% y 56,2 ± 18,68% versus 52,05 ± 18,14%) en comparación al 

grupo de Perio sin tratamiento (Figura 7D). 
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Figura 7: El tratamiento con RATEVs durante la periodontitis promueve la expresión de CD73 en los 

LTs presentes en los linfonodos cervicales. 

(A, superior) Esquema de mapa viSNE que muestra, mediante código de color, la localización topográfica 

de las poblaciones celulares en las cuales se evaluó la expresión de CD73 (LT CD4+, CD8+, Tregs y 

otros). (A, inferior) Mapas representativos del análisis viSNE de 10.000 células preseleccionadas como 

single live donde se analiza la expresión de distintos marcadores de linaje (CD4 y CD8) y de 

caracterización fenotípica (FoxP3 y CD73) representados en escala de color tipo mapa de calor para cada 

grupo. Los mapas viSNE muestran en rojo tres poblaciones celulares: LTs CD4+ (primera columna), 

CD8+ (segunda columna) y Tregs CD4+FoxP3+ (tercera columna). En la cuarta columna se muestran los 

niveles de expresión de CD73 en cada una de las subpoblaciones celulares. (B) Dot plot representativo y 

gráfico de datos conglomerados de la frecuencia de LTs CD4+CD73+ y CD4+CD73high. (C) Dot plot 

representativo y gráfico de datos conglomerados de la frecuencia de Tregs CD4+Foxp3+CD73+ y 

CD4+FoxP3+CD73high. (D) Dot plot representativo y gráfico de datos conglomerados de la frecuencia de 

linfocitos T CD8+CD73+. Los datos que se presentan son a partir de 4 experimentos independientes con 

un n = 15 para el grupo Sano; n = 13 para el grupo Perio y EV-1; n = 12 para el grupo EV-2. Los gráficos 

se expresan en promedio ± SD. Las diferencias entre las condiciones experimentales se determinaron 

utilizando las pruebas ANOVA y post-hoc Bonferroni, * p < 0,05; ** p < 0.01; p < 0,001; ns= non 

significant. 

Complementando los resultados obtenidos en LTs, en la mucosa gingival, evaluamos el 

efecto del tratamiento con RATEVs sobre la frecuencia total de Macs y la expresión de 

marcadores asociados a los perfiles M1 (CD86) y M2 (CD206). La estrategia de gating 

que utilizamos para identificar estas poblaciones se presentan en la Figura 

Suplementaria 5. En este contexto, identificamos que, ante el tratamiento con la 
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RATEVs no se generaron cambios significativos en la frecuencia total de Macs 

(CD45+MHC-II+F4/80+) en comparación al grupo con periodontitis (6,39 ± 2,44% y 

4,51 ± 3,87% versus 18 ± 4,92%, respectivamente) (Figura 8A).  

Como se mencionó en la introducción, en el contexto in vivo se ha descrito que es 

posible que los Macs expresen moléculas asociadas tanto al perfil M1 como M2 de 

manera simultánea, existiendo fenotipos híbridos. Al evaluar la expresión de CD86, 

comúnmente asociado al perfil M1, detectamos que sobre el 90% de los Macs 

CD45+MHC-II+F4/80+ expresaron esta molécula de co-estimulación. Por otro lado, el 

marcador CD206, comúnmente asociado al perfil M2, presentó distintos niveles de 

expresión dentro de la población CD86+, por lo que consideramos como M2 a aquellos 

Macs que presentaron la expresión más alta de CD206. Es decir, definimos nuestra 

población M1-like como CD45+MHC-II+F4/80+CD86+CD206mid/low y a la población 

M2-like como CD45+ MHC-II+F4/80+CD86+CD206high (Figura 8B).  

Una vez definidas las estrategias de fenotipificación, procedimos a evaluar la frecuencia 

de ambos subtipos de Macs (Figura 8C y 8E) y los niveles de expresión de CD86 y 

CD206 (Figura 8D y 8F, respectivamente). En este contexto, no detectamos cambios en 

la frecuencia de Macs M1-like ni M2-like entre las condiciones evaluadas (Figura 8C y 

8E, respectivamente). No obstante, hubo cambios en los niveles de expresión de ambos 

marcadores fenotípicos: en el grupo de periodontitis sin tratamiento, se presentó una 

mayor MFI de CD86 en comparación a los grupos tratados con RATEVs (4201 ± 600 
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versus 2795 ± 650 y 3154 ± 435, respectivamente) (Figura 8D). Asimismo, y contrario 

a lo que esperábamos, en el grupo de periodontitis sin tratamiento también detectamos 

un aumento en el MFI de CD206 en comparación a los grupos tratados con RATEVs 

(2969 ± 1182 versus 1466 ± 308 y 1506 ± 1089) (Figura 8F). Estos resultados indican 

que el tratamiento con RATEVs generó en una menor expresión de CD86 y CD206, lo 

cual podría estar asociado a un efecto supresor generalizado. 

 

Figura 8: El tratamiento con RATEVs durante la periodontitis disminuye la expresión de CD86 y 

CD206 en Macs infiltrantes de la mucosa gingival. 

(A) Frecuencia total de Macs (CD45+MHC-II+F4/80+). (B) Smoothed dot plot representativo para la 

coexpresión de CD86 y CD26. En los recuadros se enmarcan las poblaciones de Macs M1-like y M2-like 
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definidas según el nivel de expresión de CD206. (C) Frecuencia de Macs M1-like (CD45+MHC-

II+F4/80+CD86+CD206mid/low). (D) MFI de CD86 en Macs. (E) Frecuencia de Macs M2-like (CD45+MHC-

II+F4/80+CD86+CD206high). (F) MFI de CD206 en Macs. Los datos que se presentan son a partir de 3 

experimentos independientes con un n=6 para el grupo Sano y EV-1 y n=8 para el grupo Perio y EV-2. 

Los gráficos se expresan en promedio ± SD. Las diferencias entre las condiciones experimentales se 

determinaron utilizando las pruebas ANOVA y post-hoc Bonferroni, * p < 0,05; ** p < 0.01; p < 0,001; 

ns= non significant. 
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OBJETIVO 3: Analizar el efecto de las VEs derivadas de RATregs en la resorción 

ósea alveolar durante la periodontitis. 

Finalmente, debido a que la resorción ósea alveolar es una de las características de la 

periodontitis asociada directamente con la exacerbada respuesta inmuno-inflamatoria, 

evaluamos el efecto de las RATEVs en la inhibición de ésta. Para ello, los maxilares 

fueron fotografiados y los cambios óseos cuantificados siguiendo el protocolo descrito 

en la sección de materiales y métodos. En la Figura 9A se muestran fotografías 

representativas para cada uno de los grupos. En la primera fila se encuentra la 

condición sana sin ligadura, donde se muestra el nivel basal en el cual se encuentra el 

hueso alveolar. El área promedio comprendida entre LAC-COA de la condición sana 

sin ligadura se tomó como referencia y se sustrajo a los valores obtenidos en las otras 

condiciones (Perio/EV-1/EV-2). En las fotografías destaca la extensa área de resorción 

que se presenta en el grupo de periodontitis sin tratamiento en la cual se presenta 

exposición del área de furca (entre raíces) en la superficie palatina y vestibular, 

fenómeno que no detectamos tras el tratamiento con RATEVs. 

Los parámetros de cuantificación fueron el área de resorción (Figura 9B) y las 

distancias entre el LAC y COA (Figura 9C) en 9 sitios anatómicos de la superficie 

palatina o vestibular (bucal) de los huesos maxilares. Se compararon los cambios del 

área de resorción ósea entre los animales del grupo con periodontitis no tratada (Perio) 

versus los grupos con periodontitis tratados con RATEVs (EV-1 y EV-2). En este 
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contexto, se observó una menor área de resorción en los grupos tratados con RATEVs en 

comparación con el grupo Perio, tanto en la superficie palatina (Figura 9B, izquierda) 

(321 ± 160,9mm2 y 295,8 ± 103,54 mm2 versus 627,5 ± 321,5 mm2) como vestibular 

(Figura 9B, derecha) (338 ± 97,9 mm2 y 323,44 ± 123,4 mm2 versus 509,4 ± 165,5 

mm2), respectivamente. Asimismo, se detectó una menor distancia LAC-COA ante el 

tratamiento con RATEVs en todos los sitios evaluados (Figura 9C). En el análisis de la 

superficie palatina, la mayor distancia LAC-COA se observó en el grupo Perio en 

relación a la cúspide distal del primer molar (393,5 ± 81,3 µm), a diferencia de los 

grupos tratados con RATEVs, en los cuales los valores fueron 289,6 ± 72,4 µm y 314,8 

± 39,5 µm, respectivamente. En el análisis de la superficie vestibular, la mayor distancia 

LAC-COA igualmente fue en el grupo Perio, sin embargo, en este caso se presentó en 

relación a la fosa central vestibular del segundo molar (287,4 ± 80,3 µm), a diferencia de 

los grupos tratados con RATEVs, en los cuales los valores fueron 248,9 ± 62,4 µm y 

241 ± 67,7 µm, respectivamente. Las diferencias fueron más discretas en los sitios más 

extremos. No se detectaron diferencias significativas entre las dos concentraciones de 

RATEVs utilizadas. 
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Figura 9: El tratamiento con RATEVs previene la resorción ósea alveolar durante la periodontitis.  

(A) Imágenes representativas de los maxilares fotografiados para cada condición. La línea negra punteada 

delimita el área situada entre el LAC y la COA. (B) Cuantificación del área de resorción ósea evaluada en 

la superficie palatina (gráfica izquierda) y vestibular (gráfica derecha) expresada en mm2. Los datos se 

expresan como cambio en el área ósea tras sustraer el valor de área promedio obtenida de la condición 

control sin ligadura establecida como referencia. (C) Cuantificación de la distancia lineal LAC-COA 

evaluada en la superficie palatina (gráfica izquierda) y vestibular (gráfica derecha) expresada en µm. Las 

mediciones se realizaron evaluando la distancia entre el LAC y la COA en 9 sitios anatómicos. Cada punto 

representa el valor promedio para la distancia obtenida para cada uno de los sitios anatómicos evaluados. 

Las diferencias entre las condiciones experimentales se determinaron utilizando las pruebas ANOVA y 

post-hoc Bonferroni, * p < 0,05; ** p < 0.01; p < 0,001; ns= non significant. 

Posteriormente, con el objetivo de ratificar los hallazgos anteriores, evaluamos la 

presencia de las células responsables del proceso osteodestructivo, es decir, los OCs. 

Mediante análisis histológico, evaluamos la presencia de OCs definiéndolos como 

TRAP+, multinucleados y ubicados en relación al tejido óseo (Figura 10, indicados 

con cabezas de flecha rojas). En este sentido, pudimos observar de manera no 

cuantitativa, una alta presencia de OCs en la condición Perio, lo cual no se detectó ante 

el tratamiento con RATEVs.  

En conjunto, estos hallazgos indican que las RATEVs previenen la resorción ósea 

alveolar, efecto que podría potencialmente asociarse a la inhibición de la diferenciación 

de OCs. 
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Figura 10: Detección de OCs TRAP+ durante la periodontitis y ante el tratamiento con RATEVs.  

(A) Imágenes de los cortes histológicos adquiridas a los aumentos 4X (columna izquierda), 10X (columna 

central) y 100X (columna derecha). En el recuadro de línea discontinua roja se delimita el área 

seleccionada para el aumento 100X. Las cabezas de flecha rojas indican la localización de los OCs 

definidos como células multinucleadas TRAP+.  
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VI. DISCUSIÓN 

Las VEs son estructuras membranosas pequeñas liberadas por las células, las cuales 

actúan como mediadoras de la comunicación intercelular. Las VEs pueden ejercer un 

efecto en la célula receptora mediante el transporte e intercambio de mediadores 

biológicamente activos tales como proteínas, lípidos y material genético (63). Desde su 

descubrimiento, múltiples estudios describen la participación de las VEs en procesos 

fisiológicos y patológicos, razón por la cual, en los últimos años, han generado especial 

atención por su potencial uso como biomarcador diagnóstico y terapéutico. En 

particular, las VEs derivadas de Tregs (TEVs), tienen la capacidad de suprimir 

respuestas efectoras y proinflamatorias mediante la modulación de células inmunes (72, 

123).  No obstante, el número de Tregs naturalmente disponibles para aislación de VEs 

es limitado, lo cual dificulta su obtención y, por lo tanto, su proyección terapéutica. 

Considerando esta limitante, en este proyecto aislamos VEs (RATEVs) derivadas de 

Tregs inducidos in vitro (RATregs), para posteriormente evaluar y caracterizar su 

potencial inmunosupresor sobre LTs efectores y en un modelo animal de periodontitis. 

En el presente estudio demostramos que los RATregs liberan RATEVs capaces de 

generar cambios inmunes como la supresión de los LTs CD4+ y prevenir la pérdida ósea 

alveolar característica de la periodontitis. Asimismo, detectamos que la actividad 

AMPasa catalizada por la ectoenzima CD73, presente en las RATEVs, es determinante 

su función inmunosupresora.  
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Debido al estrés celular y daño tisular característico de una condición inflamatoria como 

la periodontitis, se liberan altas cantidades de ATP al espacio extracelular (124), lo que 

favorece la muerte celular y la inflamación excesiva o descontrolada (125). Una vez en 

el espacio extracelular, el ATP es susceptible a ser hidrolizado secuencialmente por las 

ectoenzimas CD39 y CD73. Esta última cataliza la hidrólisis de AMP a ADO, molécula 

altamente inmunosupresora que al interactuar con el receptor A2aR expresado en LTs 

inhibe la activación y secreción de citoquinas mediante el aumento de cAMP intracelular 

(126). En la periodontitis, el ATP extracelular se asocia a la pérdida ósea alveolar al 

inducir un incremento en la producción de citoquinas proinflamatorias (127), motivo por 

el cual se ha propuesto como blanco terapéutico para prevenir la inflamación y la 

pérdida de hueso alveolar (127, 128). 

Basándonos en las primeras observaciones expuestas en este estudio en el cual 

detectamos una expresión sustancialmente alta de CD73 tanto en RATregs como 

RATEVs, hipotetizamos que la actividad de esta enzima podría ser determinante para la 

función inmunosupresora de las RATEVs. Particularmente, planteamos que la 

generación de ADO mediada por CD73 podría explicar, al menos en parte, la supresión 

de LTs CD4+ gatillada por las RATEVs que detectamos en este trabajo tanto in vivo 

como in vitro. 
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Tras la caracterización de las RATEVs, nuestro primer objetivo fue evaluar el efecto de 

las RATEVs sobre la proliferación y activación de LTs CD4+ y CD8+ estimulados 

policlonalmente en una suspensión de esplenocitos totales aislados de bazo. Esta primera 

aproximación se sustenta en estudios previos que han reportado que, en ratones, los 

esplenocitos presentan proporciones de APCs que asimilan aquellos presentes en el 

tejido gingival (129, 130). En este ensayo, detectamos una disminución en la 

proliferación y activación de LTs CD4+ ante la exposición con RATEVs, confirmando 

su efecto inmunosupresor. Este resultado está en concordancia con estudios anteriores en 

los cuales se evaluó el efecto de la exposición a TEVs sobre los LTs. En todos los casos, 

se generó la supresión de la proliferación, activación y/o secreción de citoquinas (73, 75, 

79).   

Posteriormente, con el fin de abordar nuestra hipótesis donde planteamos que la 

actividad de CD73 cumple un rol fundamental en la función de las RATEVs, montamos 

un ensayo de supresión sobre dos poblaciones de LTs CD4+ estimulados 

policlonalmente: (1) CD73- (para que el único CD73 del sistema proviniera de las 

RATEVs) y (2) CD73+ a modo de comparación. En ciertas condiciones agregamos 

AMP, el sustrato de CD73, para promover su hidrólisis y consecuente generación de 

ADO, de manera tal que se favoreciera la actividad de esta enzima. Ante la adición de 

AMP, se potenció significativamente la capacidad supresora de las RATEVs, las cuales 

indujeron una supresión total de la activación de ambos subtipos de LTs CD4+. No 
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obstante, en ausencia de AMP, a diferencia del ensayo anterior en el cual los LTs CD4+ 

se encontraban en presencia de otros subtipos de células inmunes que podrían estar 

generando AMP extracelular susceptible a ser hidrolizado, las RATEVs no fueron 

capaces de suprimir a los LTs CD4+ aislados. Estos hallazgos sugieren que la presencia 

de AMP, es fundamental para que las RATEVs puedan suprimir la activación de los LTs 

CD4+.  

Asimismo, exploramos la relevancia de la actividad AMPasa de CD73 en la función 

supresora de las RATEVs, evaluando el efecto de su inhibición sobre la activación de los 

LTs. La adición de alguno de los inhibidores de CD73 a los LTs que inicialmente eran 

CD4+CD73- (en los cuales se gatilló la expresión de CD73 tras su estimulación 

policlonal) previo a la exposición a AMP, permitió que estas células conservaran en gran 

medida su capacidad de activarse. No obstante, cuando expusimos a los LTs a los 

inhCD73 en conjunto con las RATEVs y AMP, la capacidad de activarse de estas 

células fue considerablemente menor, incluso nula en el caso de los LTs inicialmente 

CD4+CD73+. Esto último nos reveló que, al sumar el CD73 expresado por las células 

junto con el CD73 proveniente de las RATEVs, la adición del inhCD73 a la 

concentración utilizada no fue suficiente para inhibir completamente la actividad 

AMPasa de todo el CD73 presente en el sistema, por lo que la mayoría de las células se 

suprimieron de todas formas. Es decir, el CD73 expresado tanto en las RATEVs como 

en las células respondedoras, ante la exposición a AMP, estaría generando un ambiente 
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altamente enriquecido en ADO y, en consecuencia, suprimido. En conjunto, estos 

resultados corroboran la relevancia de la actividad AMPasa mediada por CD73 cargada 

en las RATEVs en su función supresora, la cual fue necesaria para que éstas pudieran 

inhibir la activación de los LTs CD4+.  

La actividad AMPasa de CD73 cargada en las TEVs fue el primer mecanismo de acción 

propuesto para explicar su función. En este contexto, se observó que aquellas TEVs 

derivadas de LTs CD4+CD73- no exhiben capacidad supresora (73). Posteriormente, 

otros estudios corroboraron la presencia de CD73 en las TEVs en conjunto con otras 

moléculas asociadas a inmunosupresión, tales como IL-35 (80) y Neuropilina-1 (Nrp1) 

(131). En este último trabajo, los autores realizaron la caracterización proteómica de 

VEs derivadas de nTregs wild type (wt) o knock-out para Nrp-1(Nrp1KO). A partir de 

aquel análisis, dilucidaron que las VEs derivadas de los Tregs Nrp1KO, además de la 

Nrp-1, poseían un menor enriquecimiento de CD73 en contraste con las VEs derivadas 

de Tregs wt. Más importante aún, las VEs derivadas de los Tregs Nrp1KO deficientes en 

CD73, a diferencia de las TEVs wt, no fueron capaces de suprimir la proliferación de 

LTs efectores in vitro ni de inducir tolerancia a trasplante de piel. Estos antecedentes nos 

permiten especular que la expresión de CD73 es necesaria para que las TEVs puedan 

desplegar su acción inmunosupresora. 

Además de las TEVs, VEs derivadas de otras fuentes celulares distintas a los Tregs 

pueden contener CD73. Por ejemplo, algunas células tumorales liberan VEs CD73+, las 
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cuales contribuyen a la inmunosupresión local del microambiente tumoral y a la evasión 

inmune (117, 118, 132, 133). En un modelo murino de xenoinjerto para leucemia 

linfocítica aguda, la inhibición específica de la actividad enzimática de CD73 presente 

en altas concentraciones en VEs derivadas de células tumorales resultó en un aumento 

en la apoptosis de células tumorales, menor quimio resistencia y retraso en el 

crecimiento tumoral. Es decir, al bloquear CD73, disminuye la inmunosupresión 

mediada por las VEs tumorales y se potencia la actividad antitumoral (134). Por otro 

lado, VEs CD73+ derivadas de células mesenquimales (MSCs) también se relacionan, 

entre otras funciones, a la supresión inmune (135). El eje CD73/ADO asociado a VEs 

derivadas de MSCs ha demostrado promover la polarización de Macs hacia un perfil M2 

(136), poseer un efecto protector ante el daño renal isquémico (137) e incluso inhibir la 

pérdida de hueso alveolar inducida por periodontitis (138). Asimismo, se ha reportado 

que CD73 puede estar presente en VEs derivadas de otras células inmunes, tales como 

linfocitos B (LBs) (139) y LTs CD8+ (116). En este contexto, recientemente se demostró 

que las VEs CD73+ derivadas de LTs CD8+ humanos actúan en colaboración con la 

enzima CD39 presente en los Tregs para inducir la generación de ADO extracelular, y 

que este mecanismo de supresión inmune es necesario para el control de la inflamación 

(116). Todos estos antecedentes respaldan los hallazgos detectados en nuestro trabajo. 

Sin embargo, aun cuando nuestros resultados indican que la actividad de CD73 presente 

en las RATEVs es determinante para su función supresora sobre LTs CD4+, no 
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descartamos la posibilidad de que éstas puedan contener otros componentes que influyan 

en la supresión inmune. Múltiples estudios han mostrado que las TEVs contienen 

miRNAs capaces de generar un cambio en la función de las células blanco mediante 

silenciamiento génico (123). Algunos miRNAs tales como Let-7d, Let-7b, miR-155 y 

miR-146a-5p contenidos en TEVs demostraron dirigirse a los LTs y disminuir su 

activación (75, 140). Más recientemente, y en concordancia con nuestros resultados, se 

reportó que las VEs derivadas de Tregs inducidos con TGF-β (iTreg-EVs) también 

poseen un efecto supresor tanto in vitro como in vivo. En un modelo murino de artritis 

autoinmune, los autores observaron que las iTreg-EVs administradas sistémicamente 

infiltraron las articulaciones con desarrollo activo de la patología y previnieron 

eficientemente el desbalance Th17/Treg. No obstante, en este estudio proponen que el 

control de la respuesta inflamatoria fue dependiente de la modulación de la expresión de 

Notch1 asociado a la función de miR-449a-5p (78).  

Las TEVs también pueden cargar otras moléculas tales como enzimas y citoquinas. En 

TEVs obtenidas a partir de un tipo específico de Tregs (CD4+ dnIKK2-Tregs), la 

capacidad inmuno-moduladora se atribuyó a la enzima iNOS, la cual, una vez 

transmitida a LTs naïve bloqueó su progresión del ciclo celular induciendo apoptosis, 

exponiendo su capacidad antiproliferativa y citotóxica (79). Por otro lado, se ha visto 

que los Tregs secretan VEs decoradas con ambos componentes de IL-35 (Ebi3 y p35), 

los cuales son capaces de ser adquiridos pasivamente por linfocitos no-Tregs (LTs y 
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LBs) y ser expuestos en su superficie. Este efecto estimula la producción de esta 

citoquina por parte de los linfocitos no-Tregs e impone en ellos un fenotipo 

inmunosupresor resultando en supresión inmune secundaria, proceso denominado 

tolerancia infecciosa (80).  

Según su origen, los Tregs presentan rasgos fenotípicos y funcionales comunes y 

distintivos (141). En este sentido, las VEs derivadas de Tregs naturales e inducidos 

podrían presentar diferencias en su cargo, lo cual estaría directamente asociado a su 

función. Los estudios previamente expuestos revelan heterogeneidad en cuanto al tipo de 

Tregs utilizado, método de aislación y caracterización, lo que dificulta analizar los 

hallazgos en conjunto y obtener conclusiones generales. Por lo tanto, aun cuando es 

posible que las RATEVs posean moléculas cargo en común con las TEVs mencionadas, 

es altamente probable que presenten componentes aún no descritos. En este sentido, 

sería muy interesante, a futuro, caracterizar y contrastar el cargo y función de VEs 

derivadas de los distintos subtipos de Tregs.  

A la fecha, diversos estudios han evaluado el potencial terapéutico de las TEVs en 

modelos a preclínicos. Por ejemplo, en un modelo murino Rag2-/- de colitis e 

inflamación sistémica, las TEVS fueron capaces suprimir la activación de los LTs Th1 y 

disminuir la inflamación asociada a la colitis (75). Por otro lado, en un modelo de 

trasplante de riñón, la administración de TEVs obtenidas de ratones donantes previo al 

trasplante indujo tolerancia al aloinjerto, efecto que no se detectó ante la administración 
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de TEVs obtenidas de los mismos ratones recipientes (74). Asimismo, en un modelo de 

trasplante de piel en ratón humanizado, se demostró que las TEVs humanas protegieron 

el tejido ante la injuria mediada por la respuesta alo-inmune, limitando la infiltración de 

células inmunes (142). Adicionalmente, el desarrollo de ciertos desórdenes autoinmunes 

se ha asociado a anormalidades en la síntesis de TEVs inmunosupresores, es decir, a la 

liberación de TEVs defectuosas. Las TEVs producidas por Tregs de pacientes afectados 

por esclerosis múltiple remitente, presentaron una actividad supresora disminuida (143). 

Esto último nos abre la posibilidad de proyectar el uso de TEVs como herramienta 

diagnóstica ya que, si podemos detectar cambios en su composición ante cierta 

patología, podríamos utilizarlas como biomarcador. En conclusión, estos estudios 

indican que las TEVs son eficientes en la regulación de respuestas alogénicas asociadas 

a trasplantes e inflamatorias y sugieren que son capaces de generar un cambio en el 

microambiente de manera tal que se facilite la recuperación de la homeostasis. 

Los Tregs son células inmunosupresoras por excelencia, sin embargo, pueden modificar 

su función reguladora hacia una proinflamatoria en respuesta a señales del 

microambiente en el cual se ven inmersos, pudiendo contribuir a la inflamación y/o daño 

tisular (17). En contraste a sus células de origen, las TEVs no son susceptibles a 

modificar su función en condiciones inflamatorias, sino que son capaces de regular las 

respuestas inmunes de manera acelular, es decir, de manera independiente a la presencia 

de las células progenitoras. En este sentido, se presentan como importantes candidatas 
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para su uso en enfermedades asociadas a desregulación inmune. Por lo tanto, 

considerando estos antecedentes, evaluamos el efecto de las RATEVs durante la 

periodontitis, proyectando un primer acercamiento a su potencial uso terapéutico en 

enfermedades orales. 

De acuerdo con la “Global Burden of Disease Study”, la periodontitis severa es la 11va 

condición más prevalente en el mundo (144). Según el país, la prevalencia de 

periodontitis se encuentra entre el rango del 20-50% de la población afectada (145) y es 

una de las mayores causas de pérdida de dientes, lo cual compromete la función 

masticatoria, tiene repercusiones estéticas y de calidad de vida (146). Actualmente, el 

tratamiento se basa en la remoción mecánica de la biopelícula microbiana supra y 

subgingival con la finalidad de eliminar el factor etiológico. Sin embargo, muchas veces 

no es suficiente para lograr una salud periodontal estable perpetuada en el tiempo. Por 

definición, la periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica caracterizada por una 

desregulación inmune y destrucción de los tejidos de soporte periodontal (20). El evento 

patológico clave de la periodontitis es la resorción ósea alveolar, fenómeno que conlleva 

a la pérdida dentaria. Por lo tanto, la regulación inmune contribuiría a la eliminación de 

factores proinflamatorios que conllevan a la destrucción tisular.  

De acuerdo nuestros resultados, la administración local de RATEVs indujo la supresión 

de la respuesta efectora de los LTs CD4+ presentes en los tejidos periodontales, lo cual 

se relacionó con menores niveles de activación (definidos por la expresión de CD25) y 
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una menor producción de IL-17A. Asimismo, detectamos una reducción en la expresión 

de RANKL, lo cual podría asociarse a una menor inducción de OCs periodontales. 

Paralelamente, evaluamos el efecto de las RATEVs sobre la infiltración de Macs y la 

expresión de los marcadores asociados al perfil M1 (CD86) y M2 (CD206). Sin 

embargo, nuestros resultados no fueron completamente concluyentes. Aparentemente, y 

contrario a lo que esperábamos, las RATEVs provocaron la disminución de la expresión 

tanto de CD86 como CD206, alcanzando niveles similares a aquellos observados en los 

controles sanos. Estos resultados sugieren que las RATEVs suprimieron a ambos 

fenotipos de Macs.  

En línea con nuestra hipótesis propuesta, es posible que, en el microambiente local, las 

RATEVs hayan propiciado un enriquecimiento en ADO la cual sería capaz de 

interactuar con cualquier célula que exprese alguno de sus receptores. Los LTs CD4+ 

expresan predominantemente el receptor A2aR, el cual al interactuar con la ADO 

extracelular promueve la inhibición de su activación, proliferación y secreción de 

citoquinas (84). Esto podría explicar, al menos en parte, los resultados obtenidos en 

cuanto a los LTs. No obstante, los Macs expresan principalmente los receptores A2aR y 

A2bR (147). Los que, al interactuar con ADO, inhiben la polarización hacia el fenotipo 

M1 y promueven la conversión hacia el perfil M2. Otros trabajos han reportado que las 

VEs CD73+ promueven la inducción de Macs hacia el perfil M2, favoreciendo la 

regeneración y/o reparación tisular (138), lo cual no detectamos en nuestro estudio. En 
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este contexto, creemos que las RATEVs podrían haber propiciado una inmunosupresión 

generalizada, lo que explicaría la inhibición tanto de LTs como Macs. Más aún, no 

descartamos la posibilidad de que otros componentes de las RATEVs, no evaluados en 

este trabajo, puedan haber ejercido un efecto modulador específico sobre los Macs más 

allá de su inhibición. 

Es importante destacar que durante nuestro análisis detectamos que más del 90% de las 

células CD45+MHC-II+F4/80+ expresaron CD86. Por lo que es posible que los Macs que 

nosotros definimos como M2 (CD86+CD206high), posean un fenotipo compatible con el 

perfil M1. En este sentido, proponemos una evaluación más a profundidad del efecto de 

las RATEVs sobre los Macs, complementando nuestros hallazgos mediante una 

caracterización más completa de ambos subtipos. Sería interesante explorar el efecto de 

las RATEVs sobre la funcionalidad de los Macs evaluando, por ejemplo, su acción sobre 

moléculas efectoras tales como citoquinas, iNOS y Arg-1. 

La resorción ósea durante la periodontitis se asocia a una alteración del balance 

dinámico entre la actividad de OBs y OCs. Las condiciones inflamatorias características 

de la periodontitis conllevan a una activación desregulada de OCs modulada 

principalmente por el eje RANK/RANKL/OPG (148). Además, la respuesta inmune del 

hospedero gatillada ante la infección promueve la destrucción persistente de los tejidos 

periodontales aún luego de la remoción del factor etiológico. Por lo tanto, la regulación 



  

 88   

 

inmune es fundamental para recuperar la homeostasis tisular y permitir una adecuada 

reparación de la estructura y función de los tejidos periodontales.  

En este estudio observamos que el tratamiento con RATEVs redujo significativamente la 

pérdida de hueso alveolar. Este fenómeno podría estar asociado a la modulación 

inmuno-inflamatoria, la cual, al reducir las señales pro-osteoclastogénicas, conllevarían 

a una menor diferenciación y actividad de los OCs. Por otro lado, las RATEVs, 

mediante la actividad de CD73/ADO, podrían generar una acción directa sobre las 

células del metabolismo óseo. La ADO inhibe la osteólisis inflamatoria y promueve la 

reparación a través de la estimulación de A2aR. En particular, la estimulación de A2aR 

expresado en monocitos inhibe la diferenciación y función de OCs mediada por M-

CSF/RANKL in vitro, en parte, mediante la reducción de la secreción de IL-1β y TNF-α 

(149). La estimulación de A2aR promueve la regeneración ósea, incrementando el 

número de OBs fosfatasa-alcalina positivos y reduciendo el número de OCs TRAP+ de 

manera similar a la BMP-2 (del inglés, bone morphogenetic protein-2) (150). Estos 

eventos podrían favorecer la formación ósea mediante la estimulación de la 

diferenciación, proliferación y/o actividad de los OBs a partir de la acción de ADO. 

Adicionalmente, se ha descrito que el receptor A2bR está implicado y juega un rol 

inductor de la proliferación de OBs, no así en su diferenciación (151, 152). 

Adicionalmente, es posible que las RATEVs puedan contener otros factores promotores 

de la reparación y regeneración ósea. Mediadores tales como OPN, MMP-9 e IL-5 han 
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sido detectados en VEs derivadas de DCs, las cuales se asociaron a una menor resorción 

ósea (153). 

Finalmente, cabe mencionar que la respuesta inmune desplegada en los tejidos 

periodontales durante el desarrollo de la periodontitis comprende una compleja red de 

distintas células inmunes y no inmunes en conjunto con diversos mediadores 

moleculares pro y antiinflamatorios (20). Con el objetivo de contextualizar nuestros 

hallazgos en la respuesta inmune periodontal global, en la Figura Suplementaria 6 

representamos otras poblaciones celulares que, aun no siendo el foco de este estudio, 

podrían estar siendo moduladas por las RATEVs, al igual que los LTs CD4+ y Macs. 

Durante la periodontitis, los LTs CD8+ cumplen un rol osteo-protector ya que 

disminuyen la osteoclastogénesis y potencian la actividad de los OBs, lo que favorece la 

inhibición de la resorción ósea y promueve su formación. En nuestro estudio 

observamos que, in vitro las RATEVs promueven la activación y proliferación de LTs 

CD8+. Aun cuando no analizamos en profundidad este tipo celular en el modelo de 

periodontitis, a partir los resultados obtenidos de nuestro ensayo in vitro, podemos 

especular que su estimulación por parte de las RATEVs contribuiría al control de esta 

enfermedad. Adicionalmente, las RATEVs podrían actuar sobre otras poblaciones 

celulares inmunes relevantes en la patogénesis de la periodontitis, tal como los 

neutrófilos (PMNN) y APCs. Entre estas últimas, destacamos a los linfocitos B (LBs), 

los cuales, tanto en salud como durante la periodontitis, actúan como APCs y secretan 
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anticuerpos con el fin de neutralizar a los microorganismos periodontales. Una 

población particular de LBs denominados Bregs, caracterizados por producir citoquinas 

antiinflamatorias y/o expresar PD-1, CD39 y CD73, se ha asociado a inmunosupresión 

(154). En este contexto, las RATEVs podrían promover la generación de linfocitos 

Bregs CD73+, lo cuales contribuirían a la regulación de la inflamación y/o protección 

tisular mediante los mecanismos ya mencionados. 

En conclusión, en este estudio dilucidamos que las RATEVs actúan como reguladoras 

inmunes suprimiendo a los LTs CD4+, efecto directamente asociado con la actividad 

AMPasa de la ectoenzima CD73, la cual contienen como cargo. En línea con estos 

hallazgos, detectamos que durante la periodontitis las RATEVs suprimen la respuesta 

efectora de los LTs CD4+ y previenen la resorción ósea alveolar. Ante estos resultados, 

proponemos que la función AMPasa de las RATEVs mediada por CD73 es el principal 

mecanismo mediante el cual los RATregs promueven una respuesta antiinflamatoria de 

manera acelular.  

En comparación con la terapia celular convencional, el uso de VEs ofrece ventajas 

únicas, razón por la cual ha ido ganando cada vez más interés. Las VEs poseen una alta 

biocompatibilidad, mayor estabilidad independiente al estado inflamatorio en que se 

encuentre el tejido al que van dirigidas, permiten diferentes rutas de administración e 

implican un menor riesgo de efectos adversos (155, 156). Este trabajo consta de un 

primer acercamiento al uso terapéutico de VEs derivadas de Tregs inducidos en el 
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contexto de la periodontitis. En particular, nuestros resultados contribuyen con los 

fundamentos teóricos que podrían, en el futuro, permitir el desarrollo una terapia 

acelular basada en RATEVs dirigida al tratamiento de enfermedades asociadas a la 

desregulación inmune y/o a los fenómenos osteo-destructivos. 
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VII. CONCLUSIONES 

1. Tras el proceso de inducción, los RATregs presentan un fenotipo propio de Tregs 

(CD4+Foxp3+CD25high) y presentaron una alta expresión superficial de CD73. 

2. Luego de su activación, los RATregs liberan VEs (RATEVs) de un tamaño 

alrededor de los 150 nm que expresan la tetraspanina CD81 y la ectoenzima 

CD73. 

3. CD73 expresada por los RATregs y las RATEVs se presenta enzimáticamente 

activa y es capaz de ejecutar su función AMPasa a través de la cual genera 

fosfato inorgánico y ADO mediante la hidrólisis de AMP. 

4. En el contexto de un cultivo de leucocitos totales, las RATEVs suprimieron la 

proliferación y activación de los LTs CD4+ y estimularon a los LTs CD8+. 

5. La actividad AMPasa mediada por CD73 es necesaria para que las RATEVs 

ejerzan su efecto supresor sobre LTs CD4+. 

6. El tratamiento con RATEVs durante la periodontitis redujo, en los tejidos 

periodontales afectados, la frecuencia de LTs CD4+ activados (CD25+), 

productores de IL-17A y RANKL+. Adicionalmente, promovieron la expresión 

de CD73 en LTs CD4+, Tregs (CD4+Foxp3+) y CD8+ presentes en los linfonodos 

cervicales. 



  

 93   

 

7. El tratamiento con RATEVs durante la periodontitis disminuyó la expresión de 

CD86 y CD206 en Macs infiltrantes de los tejidos periodontales, marcadores 

comúnmente asociados a los perfiles M1 y M2, respectivamente. 

8. El tratamiento con RATEVs durante la periodontitis previno la resorción ósea 

alveolar. 

Como conclusión general, podemos afirmar que nuestra hipótesis se confirma 

parcialmente. Las vesículas extracelulares derivadas de RATregs modularon la 

respuesta inmuno-inflamatoria de LTs Th17/Tregs y previnieron la resorción ósea 

alveolar durante la periodontitis mediante la actividad de CD73. No obstante, ante el 

tratamiento con RATEVs durante la periodontitis, no detectamos el efecto esperado 

sobre macrófagos. Es decir, las RATEVs no promovieron la polarización de 

macrófagos hacia un fenotipo del tipo M2. 
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VIII. FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

 

Figura Suplementaria 1: Estrategia de gating para la caracterización de linfocitos RATregs. 

Figura representativa de la secuencia de gating para la caracterización de LTs RATregs luego de su 

proceso de inducción. Inicialmente se seleccionaron las células según sus características morfométricas 

determinadas por los ejes SSC-A y FSC-A. Se descartaron los dobletes según la permanencia en el eje 

central de la diagonal formadas al anteponer FSC-H vs FSC-A y células muertas seleccionando las células 

negativas para el marcador de viabilidad (98% de las células vivas). A partir de las células vivas se 

seleccionó la población CD4+ (89,4%) y a partir de esta última se evaluaron los niveles de expresión de 

Foxp3 (GFP-reportero), CD25 (PE) y CD73 (APC). 
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Figura Suplementaria 2: Estrategia de gating para cell sorting y pureza post sort de LTs CD4+CD73+ y 

CD4+CD73-. 

A partir de una suspensión celular previamente enriquecida en LTs CD4+ mediante selección inmuno-

magnética y marcada con los anticuerpos ad-hoc, se realizó la aislación de células respondedoras por cell 

sorting para ser posteriormente utilizadas en el ensayo de supresión con RATEVs en presencia de los 

inhibidores de CD73. (A) Secuencia de gating empleada, el primer gate se definió de acuerdo a las 

características morfométricas de los eventos, determinadas por los ejes SSC-A y FSC-A. En esta 

selección incluimos células de pequeño tamaño y complejidad, característica distintiva de los LTs. Luego, 

se seleccionaron las células CD4+ y Foxp3- para descartar la presencia de Tregs que pudiesen ejercer un 

efecto inmunosupresor adicional al ejercido por las RATEVs. Finalmente, basados en la expresión de 

CD73, seleccionamos las dos de células respondedoras a aislar: CD4+CD73+ y CD4+CD73-. (B) Análisis 

post sort de cada una de las poblaciones seleccionadas donde se muestra la pureza de éstas, la cual es 

sobre el 99% para ambas. 
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Figura Suplementaria 3: Estrategia de gating para linfocitos T aislados de la mucosa gingival. 

Figura representativa de la secuencia de gating para la caracterización de LTs aislados de la mucosa 

gingival. Inicialmente se seleccionaron las células según sus características morfométricas determinadas 

por los ejes SSC-A y FSC-A. Luego, se descartaron los dobletes y se seleccionaron las células vivas 

mediante la exclusión de células muertas marcadas por el marcador de viabilidad ( ̴ 60% de las células 

vivas). A partir de las células vivas se seleccionaron los leucocitos (CD45+) y se procedió a identificar las 

poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+. Finalmente, a partir de la población de LT CD4+ y según la 

expresión de Foxp3, se distinguieron los Tregs (CD4+Foxp3+) de los LTs convencionales (Tconv, 

CD4+Foxp3-), para luego, identificar citoquinas y otras moléculas de interés. 
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Figura Suplementaria 4: Estrategia de gating para LT aislados del linfonodos cervicales. 

Figura representativa de la secuencia de gating para la caracterización de LTs aislados de los linfonodos 

cervicales. Inicialmente se seleccionaron las células según sus características morfométricas determinadas 

por los ejes SSC-A y FSC-A. Luego, se descartaron los dobletes y se seleccionaron las células vivas 

mediante la exclusión de células muertas marcadas por el marcador de viabilidad (>80% de las células 

vivas). A partir de las células vivas se seleccionaron los leucocitos (CD45+) y se procedió a identificar las 

poblaciones de LTs CD4+ y CD8+. Finalmente, dentro de la población de LTs CD4+ y según la expresión 

de Foxp3, se distinguieron los Tregs (CD4+Foxp3+) de los LTs convencionales (Tconv, CD4+Foxp3-), 

para luego, identificar citoquinas y otras moléculas de interés. 
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Figura Suplementaria 5: Estrategia de gating para macrófagos aislados de la mucosa gingival. 

Figura representativa de la secuencia de gating utilizada para la caracterización Macs aislados de la 

mucosa gingival. Inicialmente se seleccionaron las células según sus características morfométricas 

determinadas por los ejes SSC-A y FSC-A. En este caso, la selección fue poco restrictiva, por lo que 

incluimos células de mayor tamaño y complejidad, en concordancia con las características morfológicas 

de los Macs. Luego, se descartaron los dobletes y células muertas mediante la selección de células 

negativas para el marcador de viabilidad (̴ 50% de las células vivas). A partir de las células vivas se 

seleccionó la población CD45+MHC-II+ para restringirnos a las APCs y descartar la presencia de 

neutrófilos. Consecutivamente, seleccionamos las células F4/80+, marcador de linaje de Macs.  

Finalmente, y debido a que más del 90% de las células se eran CD86+, se definieron los subtipos de Macs 

de acuerdo a la expresión de CD206. Las poblaciones M1-like y M2-like se definieron como CD45+MHC-

II+F4/80+CD86+CD206mid/low y CD45+MHC-II+F4/80+CD86+CD206high, respectivamente. 
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Figura Suplementaria 6: Modelo propuesto sobre el efecto in vivo de RATEVs en periodontitis 

experimental e in vitro. 

Esquema que representa parte de los hallazgos de este estudio. (A) Los RATregs presentan características 

fenotípicas propias de Tregs (CD4+CD25highCD73high). (B) Secretadas por los RATregs, se representan las 

RATEVs cargadas de CD73 enzimáticamente activa, capaz de hidrolizar AMP y generar ADO. (C) En el 

ensayo de supresión in vitro sobre leucocitos totales de bazo, las RATEVs modularon a los LTs CD4+ y 

CD8+ de manera diferencial. Por un lado, disminuyeron la proliferación y activación a los LTs CD4+ en 

comparación con la condición no tratada, denotando su capacidad inmunosupresora. En contraste, 

estimularon la proliferación y activación de los LTs CD8+.  
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(D) Durante la periodontitis, el tratamiento con RATEVs provocó disminuyó la frecuencia de LT CD4+ 

activados (CD25+), la expresión de RANKL e IL-17A. (E) Asimismo, provocaron una disminución en la 

expresión de CD86 y CD206 en Macs sin alterar la frecuencia de los subtipos M1-like y M2-like. (F) El 

tratamiento con RATEVs favoreció una menor pérdida ósea en comparación con su contraparte no tratada. 

(G) Células inmunes potencialmente moduladas por el tratamiento con RATEVs. 

Abreviaciones: RATregs: LTs reguladores inducidos en presencia de ácido retinóico; RATEVs: 

Vesículas extracelulares derivadas de RATregs; Tregs: Linfocitos T reguladores+; PMNN: 

polimorfonuclear neutrófilo OBs: osteoblastos; OCs: osteoclastos; PC: célula plasmática. 
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X. ANEXOS 

X.2. ANEXO 1: Carta de Aprobación Comité de Bioética Animal 
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X.3. ANEXO 2: Paneles de Anticuerpos para caracterización fenotípica de Macs y 

LTs en el modelo de periodontitis experimental 

PANEL MACRÓFAGOS 

Anticuerpo Clon Marca comercial Código Fluorocromo 

CD86 GL-1 Biolegend 105005 FITC 

MHC II M5/114-15.2 Biolegend 107607 PE 

CD73 eBioTY/11.8 (TY/11.8) Invitrogen 46-0731-82 PerCP eFluor 710 

CD206 C068C2 Biolegend 141719 PE Cy7 

F4/80 BM8 Biolegend 123115 APC 

Viability - Biolegend 423105 APC Cy7 

CD19 6D5 Biolegend 115545 BV510 

CD45 30-F11 BD Biosciences 748371 BUV737 

 

 

PANEL LINFOCITOS 

Anticuerpo Clon Marca comercial Código Fluorocromo 

Foxp3 150D Biolegend 320012 Alexa Fluor 488 

RANKL IK22/5 Biolegend 510006 PE 

RORγt Q31-378 BD Biosciences 562684 PECF594 

CD73 eBioTY/11.8 (TY/11.8) Invitrogen 46-0731-82 PerCP eFluor 710 

IL-17 TC11-18H10.1 Biolegend 506922 PE Cy7 

IFN-γ XMG1.2 Biolegend 505810 APC 

IL-10 JES5-16E3 Biolegend 505036 APC Cy7 

CD25 PC61 Biolegend 102034 BV421 

CD4 GK1.5 Biolegend 100451 BV605 

CD45 30-F11 Biolegend 103147 BV711 

CD8α 53-6.7 BD Biosciences 563786 BUV396 

Viability - Biolegend 423108 BUV496 
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