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INTRODUCCIÓN 

 

1. LA DECIDUA  

 

La DECIDUA es el tejido materno que se encuentra en más íntimo 

contacto con el trofoblasto fetal, constituyendo lo que se denomina 

interfase materno-fetal (Fig.1). Durante el primer trimestre del embarazo, 

la decidua humana es rica en leucocitos, los cuales constituyen en torno 

al 40% todas las células deciduales [Vargas et al, 1993]. Además 

encontramos una amplia población de células de origen no 

hematopoyético integrada por células epiteliales, células endoteliales y 

células deciduales estromales (DSC, decidual stromal cells), siendo estás 

últimas  aproximadamente un 50% de todas las células de la decidua del 

primer trimestre.  

       

       

 

 

 

 

 

Figura 1: Corte histológico de decidua humana de primer trimestre en que podemos 

observar con claridad a las DSC y las células NK. 

DSC 

NK 
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1.1. Las Células Deciduales 

 
Las células deciduales estromales (DSC) constituyen un tipo 

particular de células procedentes de la proliferación y diferenciación de 

un precursor estromal de carácter fibroblástico (pre-DSC). Estos 

precursores, ya presentes en el endometrio no gestante [Richards et al, 

1995] se diferencian (decidualizan) bajo la influencia de la progesterona, 

una hormona ovárica, durante la fase lútea (secretora) del ciclo 

menstrual. Esta diferenciación se mantendrá en el tiempo si los niveles 

hormonales se mantienen, lo cual sucede siempre cuando se dé el estado 

de gestación [Bulmer y Peel, 1974]. Si esto no ocurre, debido 

fundamentalmente a la retirada de progesterona, se produce una 

descamación del endometrio que desemboca en el sangrado menstrual y 

regeneración subsiguiente de la mucosa. 

 

La mayoría de las DSC expresan CD10 y CD13 [Kimatrai et al, 

2003], siendo el CD10 un marcador característico de las DSC [Sumathi 

et al, 2002]. Las DSC presentan morfología fibroblástica, y tienen un 

fenotipo semejante tanto in vivo como in vitro, siendo característica la 

expresión de diferentes marcadores como CD34, CD35, CD21, CD23, 

CD29, ALP, HLA-DR y marcadores asociado a células madre estromales 

como STRO-1 y CD73  [Olivares et al, 1997; Montes et al,1996; García-

Pacheco et al, 2001; Oliver et al, 1999; Oliver et al, 1999; Muñoz-

Fernández et al, 2006]. 



Tesis Doctoral  Introducción 

3 

Aunque algunos autores proponen que las DSC son de origen 

hematopoyético [Lysiak et al, 1992], nuestro grupo ha podido demostrar 

que las DSC humanas están relacionadas con los precursores estromales 

de médula ósea, células multipotenciales que se diferencian a células 

mesenquimales [García-Pacheco et al, 2001]. En concordancia con estos 

datos, las DSC presentan fenotipo y morfología semejante a los 

miofibroblástos, de origen estromal, como demuestra el hecho de que las 

DSC expresen α-SM-actina [Oliver et al, 1999], y tengan capacidad 

contráctil [Kimatrai et al, 2003]. 

  

El elevado contenido de glucógeno en la célula decidual estromal 

(DSC) sugieren un importante papel nutricional y endocrino (paracrino) 

en la interfase materno-fetal durante los primeros estadios del embarazo 

[Krebhiel, 1937; Riddick y Kusmisk, 1997]. 

 

Las DSC presentan funciones inmunológicas, como son la 

capacidad de secretar citoquinas [Montes et al, 1995; Chesney et al, 

1998], co-estimulan la proliferación de las células T actuando como 

células presentadoras de antígeno [Chesney et al, 1997; Olivares et al 

1997] y tienen capacidad fagocítica, [Ruiz et al, 1997]. También están 

relacionadas con la eliminación de transplantes [Pedagogos et al, 1997] y 

podría estar relacionadas con la expulsión del trofoblasto durante el 

aborto espontáneo y con la regulación del flujo sanguíneo en relación con 
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su capacidad contráctil [Kimatrai et al, 2003]. Estas funciones se 

encuentran disminuidas en condiciones de decidualización, es decir por 

acción de la progesterona [Blanco et al, 2007] y en cambio se ven 

incrementadas por la acción de citocinas inflamatorias que inhiben la 

decidulización [Kimatrai 2003].  

 

1.2. Las Células Epiteliales 

 
Otras células presentes en el endometrio y en la decidua son las 

células epiteliales: estas participan mediante la producción de  

citoquinas como LIF, IL-1, M-CSF, favoreciendo el proceso de la 

implantación [Kojima et al, 1995]. 

 

 1.3. Las Células Endoteliales  

 

Las células endoteliales se encuentran tapizado internamente los 

vasos, son células grandes encargadas de la captación y extravasación de 

linfocitos hacia la decidua, función que llevan a cabo mediante la 

expresión de moléculas de adhesión como ICAM-1, ICAM2, VCAM y 

Selectinas [Bevilacqua et al, 1987; Osborn et al, 1989; Reiss et al, 1998; 

Reiss et al, 1999]. 
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2. CELULAS INMUNITARIAS EN LA DECIDUA 

 

La población de leucocitos está compuesta principalmente por un 

70% de células NK deciduales (dNK), 20% de macrófagos y un 10% de 

células T [Loke et al, 1995]. En menor proporción (aproximadamente un 

10%) se encuentra las células dendríticas (DC, dendritic cells), además 

de una población casi inexistente de células B.  

 

A pesar de que los linfocitos se consideran relevantes por su 

implicación en el desarrollo decidual, remodelado del sistema vascular 

uterino y formación de glándulas metriales (en el caso de ratones) 

[Adrian 2001; Dosiou et al., 2004], aún no se han dilucidado 

exactamente los procesos inmunológicos implicados con el embarazo en 

los que participan.   

 

En el caso de gestación humana con éxito, el balance entre la 

actividad inmunológica y la tolerancia en la decidua, lugar de contacto 

entre la madre y el feto, es de vital importancia. Aunque es esencial un 

sistema inmunológico que proteja a la madre frente a las infecciones, 

también es importante que la respuesta inmunológica no ataque a los 

antígenos fetales. El camino por el cual los antígenos son procesados y 

presentados a las células T, es probablemente uno de los factores críticos 

para entender cómo el sistema inmunitario de la madre reacciona frente 
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a los antígenos fetales. Al igual que en otras superficies mucosas, la 

decidua presenta una amplia población de células presentadoras de 

antígeno HLA-DR+ (APCs) incluyendo un subtipo de células dendríticas  

(DC) CD83+ [Kämmerer et al, 2000]. Estas son DC maduras que se 

definen como presentadoras de antígenos, y que podrían estar implicadas 

en los fenómenos de presentación de antígenos fetales. 

 

El número de leucocitos uterinos varia en función del ciclo 

menstrual [Starkey et al, 1991, van den Heuvel et al 2005]. La población 

de células CD45+ está concentrada predominantemente en el extracto 

basal, incrementando premenstrualmente [Kamat and Isaacson, 1987]. 

Dentro de las células inmunitarias de la decidua, a las que se les 

atribuyen una serie de funciones particulares, podemos distinguir las 

siguientes: 

  

2.1. Macrófagos 

 

Los macrófagos deciduales  constituyen aproximadamente el 20% 

del total de los leucocitos endometriales y su número muestra una 

pequeña variación durante el ciclo menstrual [Bulmer et al, 1988]. Los 

macrófagos expresan CD14 y antígenos MHC de clase II, aunque según 

algunos autores pueden actuar protegiendo de manera natural al feto 

[Chang et al, 1993; Lagadari et al, 2004] debido a su limitada capacidad 
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para presentar antígenos y por sus bajos niveles de CD86 en 

comparación con los monocitos CD14+ de sangre periférica, tanto de 

mujeres gestantes como no gestantes. Los macrófagos son esenciales 

para la homeostasis y remodelado tisular debido a su capacidad 

fagocítica para digerir tejido y células muertas [Leibovich et al, 1975; 

Clarkc et al, 1996; Mor et al, 2003]. Además, pueden tener una 

capacidad relevante en los procesos inmunológicos de la decidua ya que 

tienen la habilidad de controlar la respuesta inmuntaria por secreción de 

citoquinas antiinflamatorias como IL10 (interleuquina 10) y TGF-β1 

(factor de crecimiento de transformación) [Duffield et al, 2003; Gordon et 

al, 2003].  

 

2.2. Las células NK  

 

Las células dNK CD56+ son la población más importante de 

leucocitos endometriales en la fase secretora [Bulmer et al, 1991] 

constituyendo aproximadamente el 70% de los linfocitos deciduales. Se 

ha visto que las dNK podrían actuar como células efectoras citotóxicas o 

células productoras de citoquinas, jugando un papel importante en la 

implantación y placentación [King y Loke et al, 1991]. En el embarazo 

temprano, las dNK aumentan en torno al 30%. Sus altos niveles de 

infiltración sitúan a las dNK en íntimo contacto con las células 

estromales y con el trofoblasto invasivo. Después de las 20 semanas de 
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gestación las células dNK van disminuyendo siendo detectada en menor 

porcentaje en la decidua a término [Abadía et al; 1996].  

 

Las células NK de la decidua están presentes antes de la 

implantación en el endometrio no gestante donde el número de células 

NK uterinas (uNK) varía durante el ciclo menstrual. Al final del ciclo 

menstrual, los niveles de progesterona descienden y aproximadamente 

dos días antes de la menstruación las uNK sufren una serie de cambios 

celulares que determinan la muerte celular por apoptosis  [Trundley et al, 

2004]. La presencia de células dNK también se ha podido ver en otras 

especies, como es el ratón, donde la decidualización es diferente y donde 

la invasión del trofoblásto es mucho menor [Trundley et al, 2004]. 

 

Las células uNK y dNK se caracterizan por tener un fenotipo 

diferente a las células NK mayoritarias de sangre periférica, pues son 

células NK que no expresen CD16 y en cambio expresan la molécula 

CD56 con alta intensidad (CD16-CD56Brigh) entre lo más destacable 

[Koopman et al, 2003]. El origen de esta población distintiva del 

endometrio gestante y no gestante está aún por determinar.  Esta 

población podría proceder de sangre periférica, donde una pequeña 

proporción de linfocitos NK presenta el mismo fenotipo CD16-CD56Brigh, 

que específicamente infiltraran el útero [Pijnenborg R, 2002; Dosiou et al, 

2004]. Recientemente varios autores han propuesto, que la población 
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CD16-CD56Brigh en el útero, procediera de células de sangre periférica 

que se diferenciaran atendiendo a un microambiente determinado.  Estos 

autores proponen que el propio trofoblasto, podría inducir este proceso 

ya que es capaz de producir determinados factores que funcionan como 

quimioquinas de células NK deciduales que contribuirían a modular el 

microambiente de citocinas local [Wu et al, 2004; Moffet-King, 2002; 

Keskin et al, 2007]. 

 

Estas células NK CD16-CD56Brigh en el útero presentan dos 

posibles papeles en la reproducción. En el ciclo menstrual normal, las 

uNK aumentan en número durante la fase secretora y parecen morir 

premenstrualmente. Estas células por tanto, pueden jugar un papel 

importante en el remodelado, diferenciación y desglose del endometrio 

durante el ciclo menstrual. Por otro lado, durante el periodo de gestación 

se encuentran en íntimo contacto con las células del trofoblasto 

extravellositario, lo que sugiere que podrían reorganizar y regular la 

invasión del trofoblasto [Dietl et al, 2006]. 

 

Recientes estudios han demostrado la posibilidad de que las dNK 

pudiesen estar relacionadas con el desarrollo de la placenta [Leonard et 

al, 2006; Monk et al, 2005; Ashkar et al, 2001; Ashkar et al, 2000; 

Guimond et al, 1997]. Las dNK pueden promover el crecimiento vascular 

placental y la decidualización. Esta única capacidad funcional de las dNK 
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estaría regulada por las interacciones entre los receptores específicos de 

las dNK y sus ligandos expresados en el trofoblasto o en las células 

estromales deciduales del microambiente decidual [Hanna et al, 2006].  

Las interacciones de los receptores de las dNK (que pueden ser 

inhibidores o activadores) con sus ligandos favorecen la activación de las 

dNK, mediante la producción de factores de crecimiento y quimioquinas, 

que protegen frente a la pre-eclamsia debido a que favorecen la invasión 

trofoblástica y la formación de vasos sanguíneos deciduales [Hanna et al, 

2006]. Por tanto, la regulación positiva de la invasión trofoblástica por 

parte de las dNK permite que estas células sean capaces de controlar, de 

manera indirecta, el remodelado vascular. Además de la complejidad de 

los mecanismos de interacción entre el trofoblásto y las células dNK, el 

trofoblasto invasivo promueve el reclutamiento de las NK desde la 

interfase materno-fetal mediante la secreción de quimioquinas 

específicas [Hanna et al, 2003; Drake et al, 2001]. 

 

Según Hanna y col.,  [2006] la estimulación de los receptores 

activadores de las dNK podrían inducir tolerancia frente a las células 

fetales y sobre todo dar lugar a la producción de factores de crecimiento, 

que junto con la producción de citoquinas y quimioquinas específicas 

también favorecerían el reclutamiento de las dNK. Por tanto la 

combinación entre la producción de citoquinas por parte de las dNK 

CD16-CD56Brigh y su baja capacidad citotóxica [Cooper et al, 2001; 
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Fehniger et al, 1999; Rajagopalan et al, 2006] hacen que este subtipo 

celular juegue un papel importante en los procesos inmunológicos de la 

interfase materno-fetal. 

 
2.3. Las Células T 

 
Las células T constituyen en torno al 10% de los leucocitos de la 

decidua de primer trimestre, encontrándose a través del estroma, dentro 

del epitelio y también en los agregados linfoides basales. El número de 

células T es estático durante el ciclo menstrual y no se ven acumuladas 

en el lugar de implantación. Las células T son activadas mediante células 

presentadoras de antígeno (APC, antigen pressenting cells) para dar lugar 

a la supervivencia o eliminación del feto [Steinman, 1991]. Las células 

CD3+ se encuentran principalmente en los agregados linfoides basales 

desde el estroma endometrial y epitelio [Starkey et al, 1991], pero la 

mayoría de las células T, aproximadamente la mitad pertenecen al 

subtipo CD8+ [Vassiliadou and Bulber, 1996; Olivares et al, 2002]. 

 

 2.4. Las Células B 

 

Los linfocitos B son los más escasos en el endometrio humano 

encontrándose en todo el endometrio durante todos los estados del ciclo 

menstrual [Starkey et al, 1991]. 
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 2.5. Las células dendríticas  

 

 Las células dendríticas (DC, dendritic cells) son células 

importantes para la generación de tolerancia e inmunidad [Nagler-

Anderson et al, 2001]. Estudios recientes han identificado una pequeña 

población de aproximadamente 1 % de DC en la decidua de primer 

trimestre, presentando un fenotipo de células dendríticas mieloides 

inmaduras [Gardner et al, 2003], otros autores han detectado una 

población de aproximadamente un 10% [Kämmerer et al, 2003]. El 

fenotipo, función y descripción de estas células se discutirá más adelante 

en un apartado especial por ser éstas las células objeto de estudio en la 

tesis. 

 

3. TOLERANCIA MATERNO-FETAL 

 

El feto es considerado como un injerto semialogénico  ya  que 

expresa antígenos paternos que pueden ser reconocidos como extraños 

por el sistema inmunológico materno [Bouma et al, 1996; Loke et al, 

2000; Heikkinen et al, 2004]. De hecho, células fetales y moléculas 

antigénicas fetales de carácter potencialmente inmunogénico han sido 

detectadas en la sangre materna [Reading et al, 1995]. El sistema 

inmunológico materno podría entrar en contacto con estas moléculas, y 

desarrollar una respuesta inmunitaria agresiva. Sin embargo, en el 50% 
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de los casos, en la especie humana, la gestación llega a término con éxito, 

ya que se desarrollan una serie de mecanismos inmunológicos que 

favorecen la tolerancia inmunológica de la madre hacia el feto. 

 

3.1. HLA-G 

 

El antígeno humano leucocitario (HLA)-G es un antígeno del  

complejo principal de histocompatibilidad de clase Ib expresado por el 

trofoblasto extravellositario (EVT: extravillous trophoblast) y que está 

implicado en la protección de las células fetales de la lisis por parte de 

las dNK [Chumbly et al, 1994; Mofett-King A, 2002]. Presenta un 

polimorfismo limitado, siete isoformas generadas por splicing alternativo 

del mRNA [Hiby et al, 1999]. Cuatro de ellas son moléculas de membrana 

y tres solubles [Ishitani et al, 1992; Fujii et al, 1994]. 

 

La expresión del HLA-G está disminuida en la pre-eclamsia 

[Goldman et al, 2000; Hara et al, 1996; Colbern et al, 1994], lo que 

podría ser un vínculo entre la expresión de HLA-G y la incapacidad de 

invasión de las arterias espirales por el trofoblasto extravellositario (EVT, 

extravillous trophoblast) que ocurre en esta enfermedad [O`Brien et al, 

2000].  
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Las moléculas MHC de clase I, HLA-A, -B y –C, al igual que las 

moléculas MHC de clase II, juegan un papel importante en la inducción 

de la respuesta inmunitaria específica, por la presentación de péptidos 

antigénicos a las células T [Rammensee et al, 1993; Madden et al, 1995]. 

En contraste con este fenómeno de activación, las moléculas MHC de 

clase I no clásicas, como el HLA-G y HLA-E, está relacionadas con la 

tolerancia inmunitaria [Carosella et al, 1999]. 

 

Se ha visto que el HLA-G contribuye, junto con otros mecanismos, 

a la supervivencia del injerto semialogénico. Este efecto inhibidor de las 

moléculas HLA-G sobre las NK es mediado a través de la interacción con 

receptores inhibidores de muerte. El HLA-G interacciona con los 

receptores KIR presentes en estas dNK, como es el KIR2DL4 (CD158d) 

[Ponte et al, 1999], con el receptor ILT2 miembro de la familia LIR/ILT y 

que se expresa tanto en células mielomonocíticas, células B, células 

dendríticas, células T y NK [Cosman et al, 1997; Colonna et al, 1997]. 

 

Otros dos receptores pueden estar implicados en la modulación de 

la función de las células dNK a través del HLA-E. El HLA-E, que puede 

unirse al receptor activador CD94/NKG2A y al inhibidor CD94/NKG2C. 

Dichos receptores presentan una gran afinidad por la molécula HLA-E, 

dependiendo dicha unión de la secuencia del péptido líder asociado al 

HLA-E. La afinidad por HLA-E es mayor para el receptor inhibidor 
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CD94/NKG2A que para  CD94/NKG2C, receptor activador. Es más, la 

unión depende del péptido unido a HLA-E y está unión es máxima 

cuando se trata del un derivado del péptido líder del HLA-G. [Valés-

Gómez et al., 1999]. 

 

3.2. Balance Th1/Th2 

 

 La eliminación de un agente infecciosos invasor va a depender de 

que la respuesta del sistema inmunitario sea la adecuada, y son las 

células T CD4+ cooperadoras o helper las encargadas de dirigir u 

orquestar dicha respuesta. Clásicamente se vienen distinguiendo dos 

tipos de linfocitos Th, tipo 1 o Th1 y tipo 2 o Th2, que se diferencian por 

sus características funcionales y el perfil de citocinas que producen. Las 

células Th1 inducen activación de la inmunidad celular o citotóxica, para 

proteger al organismo frente a virus u otros patógenos intracelulares. 

Esta respuesta está definida fundamentalmente por la producción de 

IFN-γ, IL-2, y TNFα, y la activación de macrófagos. La respuesta tipo Th2 

se caracteriza por la producción de IL4, IL5, IL6, IL10, IL13 y potencian 

la producción de anticuerpos para hacer frente a los patógenos 

extracelulares [Mossman et al, 1989; Constant et al, 1997]. Este último 

tipo de respuesta está relacionada con la tolerancia a los xenotrasplantes 

o al feto durante el embarazo. 
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El balance de citoquinas Th1/Th2, con predominancia de Th2, es 

un mecanismo importante que determina la supervivencia del feto en el 

útero materno [Lin et al, 1993; Raghupathy et al, 1997: Raghupaty et al, 

1999; Clark et al, 1999; Saito et al, 2001; Piccinni et al, 1998; Joachim 

et al, 2003; Krishnan et al, 1996; Zenclussen et al, 2000; Zenclussen et 

al, 2001; Zenclussen et al, 2003].El cambio de citoquinas influye en las 

células trofoblásticas y en las células inmunitarias uterinas (macrófagos, 

células NK, linfocitos), los cuales contribuyen a la implantación del 

embrión, el desarrollo de la placenta, y supervivencia del feto. Las 

citoquinas predominantes en cada estado de gestación funcionan 

limitando el rechazo materno sobre el feto, especialmente en la interfase 

materno fetal, y facilitando el proceso fisiológico dentro del tracto 

reproductivo materno. Además, el desequilibrio de citoquinas junto con 

la inapropiada activación de macrófagos y células NK van en detrimento 

de la supervivencia del feto en modelos experimentales [Clark et al, 1999; 

Blois et al, 2007]. 

 

El desplazamiento hacia Th1 genera una respuesta inmunitaria 

que desemboca en el aborto involuntario, mientras que si es hacia Th2 

supone la supervivencia del feto y progresión del embarazo [Raghupathy 

1997; Piccini et al., 1998; 2001].  
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Las células Th2, al inhibir a las Th1, inhibirían a su vez la 

citotoxicidad que es estimulada por estas células. Sin embargo, se ha 

visto en ratones deficientes en IL-4 y IL-10, que no se muestra una 

interrupción del embarazo [Svensson et al, 2001], sugiriendo que las 

células Th2, pueden favorecer, pero no son esenciales para un embarazo 

normal  [Margni et al, 2001; Chaouat et al, 2002; Zenclussen et al, 2002]. 

 

Las DCs mieloies son capaces de inducir a las células T CD4+ 

indiferenciada para dar lugar a Th1 o Th2, e incluso a células T 

reguladoras, dependiendo del estimulo que las DCs reciban del 

medioambiente [Kadowaki et al, 2007], por lo que las interacciones entre 

ambos tipos celulares en la decidua puede ser crucial para el 

mantenimiento del embarazo o el rechazo fetal. 

 

3.3. Las células T reguladoras en Decidua humana 

 

Las células T reguladoras (Treg) CD4+CD25+ son un subtipo de 

células T especializadas involucradas en la prevención de la 

autoinmunidad [Sakaguchi et al, 2000; Shevach et al, 2002; Read et al, 

2001]. Hay estudios que han demostrado que las Treg son capaces de 

prevenir el rechazo de injertos [Graca et al, 2002; Word et al, 2003] 

indicando que estas células son potentes supresores de la respuesta T.  
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Aunque las Treg han sido descritas clásicamente como no 

proliferativas, existen datos que indican que las Treg pueden proliferar in 

vivo, además de ser capaces de expandir la respuesta frente a estímulos 

antigénicos [Walter et al, 2003]. La identificación de las Treg en humanos 

está asociada a la alta expresión del CD25, aunque este antígeno 

también es expresado por células T activadas. Debido a ello para poder 

diferenciarlas se ha estudiado el FoxP3, que es un gen que codifica al 

factor de transcripción Scurfin, y que ha sido asociada con la generación 

y función de las Treg murinas, el cual parece no estar expresado por las 

células T activadas normales [Somerset et al, 2004]. Se ha visto que el 

tratamiento de las células CD4+CD25- con TGFβ pueden conducir a la 

transcripción del factor FoxP3 y a la generación de un fenotipo regulador 

[Walter et al, 2003].  

 

La prevalencia de las Treg CD4+CD25+ en el embarazo humano 

hace pensar que la Treg juegan un papel importante en la respuesta 

inmunitaria materna frente al feto, debido al rápido incremento en las 

Treg circulantes durante el embarazo temprano, y a la aparición del pico 

máximo durante el segundo trimestre, cuando la invasión del trofoblásto 

en la decidua es máximo [Pijnenborg et al, 1983]. Del mismo modo el 

descenso de las Treg después del parto es también consistente con la 

retracción de los estímulos inmunológicos sobre el injerto. Se ha 

demostrado que esta población CD25+ puede inhibir la inducción de 
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proliferación linfocitaria mediante estímulos alogénicos y por tanto es 

probable que pueda presentar dicha función in vivo [Somerset el al, 

2004]. 

 

Un importante mecanismo que participa en la tolerancia materno 

fetal es el catabolismo del triptófano por parte de las células dendríticas 

(DC) mediante la participación de la enzima indoleamida 2,3 dioxigenasa 

(IDO). La expresión de IDO puede estar influenciada por el antígeno 4 

citotóxico de los linfocitos T (CTLA-4), una molécula expresada por las 

células Treg [Grohmann et al, 2002; Fallarino et al, 2003]. 

 

Estudios funcionales han demostrado que las células CD4+CD25+ 

presentan capacidad inhibitoria sobre las células T [Somerset et al, 2004]. 

Los estudios de Somerset [2004] también han dado lugar a una relación 

entre IDO y CTLA-4 de las Treg en el embarazo. El incremento en el 

número de las Treg podría estimular la expresión de IDO en células 

presentadoras de antígeno y por tanto descender los niveles de triptófano 

[Somerset el al, 2004], lo cual queda patente al verse que los niveles de 

triptófano descienden durante el primer trimestre del embarazo normal 

[Schrocksnadel et al, 2003]. La expresión de CTLA-4 en la superficie de 

las Treg CD4+CD25Bright está incrementado en la decidua del embarazo 

temprano, lo que indicaría que estas células CD4+CD25Bright serían 

estimuladas por el TCR, quizás por antígenos fetales [Sasaki et al, 2004]. 
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Hay autores que hablan de una subpoblación de células Treg 

CD4+CD25Bright las cuales están incrementadas en la decidua de 

embarazo temprano, y que presentan una expresión del antígeno CTLA-4 

en decidua similar a la expresión de las Treg CD4+CD25+, sugiriendo 

que las células Treg CD4+CD25Bright presentan funciones 

inmunoreguladoras [Sasaki et al, 2004]. Se ha podido comprobar 

también que las Treg CD4+CD25+ requieren el contacto célula-célula 

para su función supresora. Estas características de las células T 

CD4+CD25+ deciduales son similares a las células Treg CD4+CD25+ de 

sangre periférica [Sasaki et al, 2004]. 

 

Existen diversos mecanismos que podrían explicar el 

enriquecimiento de las células T CD4+CD25+ en la decidua, como son 

las quimioquinas, sustancias que atraen a las CD4+CD25+ a través de 

los receptores de quimioquinas CCR4 y CCR8. Principalmente, el número 

de células T que está incrementado en la decidua durante el embarazo 

temprano humana son las que expresan CCR4 y el factor quimiotáctico 

para el CCR4, TARC (CCL17), que es expresado en el trofoblasto, células 

endometriales y células epiteliales uterinas [Tsuda et al, 2003]. Las 

células Treg CD4+CD25+ pueden ser reclutadas en la interfase materno 

fetal, en parte, a través de la ruta mediada por TARC. 
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Sasaki y col., [2002] han podido observar que la proporción de 

células CD4-CD25Dim deciduales en abortos espontáneos estaba 

incrementada, pero las células CD4+CD25Dim en la decidua de aborto 

espontáneo era igual que en la decidua de aborto inducido, por lo que 

podría decirse que el descenso de las Treg CD4+CD25Bright en el caso de 

los abortos podría inducir la activación de los linfocitos maternos frente 

al feto. Los datos de Sasaki muestran que la proporción de células Treg 

CD4+CD25Britgh está incrementada en la decidua de aborto terapéutico y 

que está descendida en la decidua de aborto espontáneo, por lo que estas 

células Treg CD4+CD25Bright podrían jugar un papel en el mantenimiento 

del embarazo [Sasaki et al, 2002]. 

 

4. MECANISMOS DE APOPTOSIS EN LA DECIDUA HUMANA DE 

PRIMER TRIMESTRE 

 

Durante el embarazo el útero y la placenta humana son lugares 

inmunológicamente privilegiados en los que la actividad inmunitaria está 

efectivamente disminuida [Streilein et al., 1995]. La apoptosis de las 

células inmunitarias ha sido propuesta como un mecanismo para el 

mantenimiento del privilegio inmunológico [Griffith et al, 1997]. Los 

procesos apoptóticos se caracterizan por un encogimiento celular, 

reorganización del núcleo celular y aparición de cuerpos apoptóticos, los 

cuales son posteriormente fagocitados.  
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El Fas (CD95), receptor de superficie celular perteneciente a la 

familia del Factor de necrosis tumoral (TNF), es un mediador de la 

apoptosis tras la interacción con su ligando FasL (CD95L, perteneciente 

a la familia de los receptores del TNF o TNFR), [Nagata et al, 1994; Lynch 

et al, 1995; Griffith et al, 1997]. El FasL es expresado por células 

efectoras mientras que el Fas está expresado en las células diana. La 

importancia del sistema Fas/FasL se puede observar en lugares de 

privilegio inmunitario como son por ejemplo testículos [Xerri et al., 1997] 

y ojos [Griffith et al., 1995; Wilson et al., 1996]. La expresión de FasL por 

el trofoblasto humano ha sido propuesta por Coumans y col., [1999] 

como un mecanismo de tolerancia frente a los tejidos fetales.  De acuerdo 

con Coumans y col., la frecuencia de muerte celular en linfocitos T de 

sangre periférica Fas+ es mayor cuando estas células son co-cultivadas 

con trofoblasto, que expresa FasL, que cuando se cultivan solas 

[Coumans et al, 1999]. De hecho, la expresión de FasL en la interfase 

materno fetal probablemente protege a la placenta frente a los leucocitos 

maternos. Sin embargo algunos estudios en ratones deficientes en Fas o 

FasL indican que este defecto no tiene efectos adversos en el embarazo 

[Chaouat et al, 1999; Roger et al, 1998]. 

 

 En la apoptosis de células inmunitarias maternas activadas en la 

decidua humana, no sólo participa la señalización de Fas-FasL sino 

también el TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis inducing 
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ligand). El TRAIL, al igual que el FasL, es un miembro de la familia TNF 

que se une a su receptor TRAILR controlando la ruta de señales 

apoptóticas [Reed et al, 1999].  

 

Podemos decir que el fenómeno de la apoptosis de la placenta es 

un fenómeno fisiológico normal durante la gestación, debido a que dicho 

proceso aumenta conforme avanza el embarazo. Es evidente que el 

balance entre la muerte celular y la proliferación juegan un papel 

importante en el mantenimiento de la homeostasis normal de los tejidos. 

Esto puede ser particularmente importante en el fenómeno del embarazo 

humano. La apoptosis dentro de la decidua materna parece ser 

importante en el establecimiento del privilegio inmunitario en el útero 

gestante, para proteger a las células fetales frente al ataque por parte de 

las células maternas. Es de destacar que al parecer las células 

trofoblásticas también son en parte positivas para CD95L, y aunque 

aparentemente estas no sufren las consecuencias típicas de la apoptosis 

[Payne et al, 1999], esta expresión podría tener un papel crucial en la 

limitación de la invasión exacerbada del trofoblasto [Thellin et al, 2000]. 

Sin embargo, el papel exacto de las interacciones Fas-FasL o TRAIL-

TRAIL-R durante el embrazo humano no se encuentran aún bien 

definidas. La diferenciación de la placenta depende de la incorporación 

continua del EVT a través de rutas apoptóticas [Huppertz et al, 1999; 

Huppertz et al, 1999; Huppertz et al, 1998]. Por tanto, las alteraciones en 
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el programa de muerte celular de la placenta parecen estar asociadas con 

un embarazo anormal. Recientemente se ha demostrado como el EVT de 

fenotipo invasivo presenta mayores proporciones de CD95 y CD95L que 

el EVT de fenotipo proliferativo, el cual en cambio presenta niveles más 

altos de Bcl-2, lo que sugeriría así mismo una regulación a este nivel 

[Murakoshi et al, 2003]. 

 

5. EL ABORTO  

 

 El embarazo es considerado como un ejemplo de aceptación del 

feto semialogénico, ahora bien este embarazo no siempre es exitoso. 

Puede ocurrir que en el primer trimestre o primera mitad del embarazo el 

proceso se vea suspendido [Wilcox et al, 1988]. Aproximadamente el 50% 

de los embarazos terminan en aborto [Lee et al, 2000]. Hay evidencias de 

que el sistema inmunológico participa en mecanismos de eliminación del 

feto durante el aborto espontáneo [Raghupathy et al, 1997; Baker et al, 

1999, García-Olivares et al 2002]. 

 

En ratones y humanos, el embarazo está relacionado con la 

producción de citoquinas tipo Th2 [Lin et al, 1993; Marzi et al, 1996], 

mientras que el aborto está relacionado con la producción de citoquinas 

Th1  o con una disminución de Th2 [Tangri et al, 1994; Marzi et al, 1996; 

Piccinni et al, 1998]. 
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 Diferentes resultados sugieren que las células T deciduales y 

linfocitos dNK podrían atacar al trofoblasto, y probablemente lo hacen en 

el aborto espontáneo, aunque su actividad citotóxica es regulada por 

diferentes mecanismos, e inhibida durante el embarazo normal [Lin et al, 

1993; Munn et al, 1998; Jiang et al, 1998]. 

 

 Durante el aborto espontáneo, el mecanismo de control sobre el 

trofoblasto se intensifica y es más activo, de tal forma que conduce a una 

destrucción masiva del trofoblasto por inducción de la apoptosis, dando 

lugar a la interrupción del embarazo, y por tanto al aborto. El mecanismo 

por el cual se induce la apoptosis de las células del trofoblasto queda 

aún por determinar. En este sentido, se ha propuesto que citoquinas de 

tipo Th1 inflamatorias, tales como TNF, son directamente citotóxicas 

para el trofoblasto [Knofler et al, 2000]. A su vez las células NK y los 

linfocitos CD8+ de la decidua, podrían ser también activados por 

citoquinas Th1. De hecho las pequeñas subpoblaciones de CD56+CD25+ 

y CD56+HLA-DR+ que se encuentran significativamente incrementadas 

en la decidua de abortos espontáneos, son NK activadas que podrían 

contribuir a la eliminación del feto [Olivares et al, 2002]. 

 

 Por otro lado, la expresión de receptores inhibidores de la 

citotoxicidad (KIR) por parte de las células NK, que es elevada en los 

embarazos humanos normales [Ponte et al, 1998] se reduce en abortos 
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espontáneos en humanos, lo que probablemente lleva a la desinhibición 

de las células citotóxicas contra el trofoblasto [Chao et al, 1999]. 

 

 La actividad inmunológica materna frente al feto podría ser un 

mecanismo biológico eficiente para eliminar fetos cuando se presente 

algún problema con la gestación. Este mecanismo determinaría que solo 

fetos que estén en un estado adecuado, llegarán a completar la gestación. 

 

6. CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

Las células dendríticas representan una población heterogénea 

de células inmunocompetentes de origen hematopoyético cuya función 

principal es la captación del antígeno para presentarlo a otras células del 

sistema inmunológico, por lo que se consideran las células presentadoras 

de antígeno (APC, antigen presenting cells) profesionales. 

 

Las células dendríticas se encuentran en la mayoría de los 

tejidos y en los órganos linfoides primarios y secundarios. En 

determinados estadios de diferenciación desarrollan unas proyecciones 

de tipo arbóreo, dendritas, por las que reciben su nombre.  Las células 

dendríticas inmaduras en cambio se denominan células veladas por 

presentar vellosidades en vez de dendritas. 
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Las células dendríticas fueron descubiertas por Langerhans a 

finales del siglo XIX (células de Langerhans), posteriormente, fueron RM 

Steinman y Z.A. Cohn quienes en 1973 las describieran y localizarán en 

distintos tejidos, denominándolas en general células dendríticas. Las 

células foliculares dendríticas (FDC, folicullar dendritic cells) han sido 

clásicamente clasificadas como células dendríticas por presentar una 

morfología semejante a las anteriores, aunque estas se localizan 

principalmente en los órganos linfoides secundarios y son de origen no 

hematopoyético [Llanzabechia et al, 2000]. 

 

Nuestro estudio se ha centrado en la caracterización de células 

dendríticas en la decidua humana, tejido materno de la placenta, en el 

que residen los mecanismos inmunológicos responsables de la 

aceptación del feto en los primeros estadios del embarazo. 

 

 

6.1. Origen y maduración de las Células Dendríticas 

 

En la actualidad distinguimos varios subtipos de DC que difieren 

entre si en la vía de diferenciación y de activación, como  en algunas de 

sus funciones específicas y perfiles migratorios [Brière et al, 2002]. Todos 

los subtipos de DC son capaces de captar, procesar y presentar el 

antígeno actuando como potentes estimuladores de los linfocitos T y B,  o 
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como inductoras de respuestas de tolerancia, por lo que son 

consideradas los centinelas del sistema inmunitario [Banchereau, 1998; 

Hart et al, 1999, Shortman et al, 2007]. 

 

Todos los subtipos de DC, al igual que todas las células 

sanguíneas, derivan de células madres hematopoyéticas (HSC, 

hematopoyetic stem cells). Las HSC se regeneran a si mismas en médula 

ósea y pueden diferenciarse en precursores hematopoyéticos mieloides, 

linfoides y eritroides [Takeuchi et al, 2007]. Los dos subtipos de DCs son: 

las DC mieloides (miDC) procedentes del linaje mieloide y las DC 

plasmocitoides (pDC), de origen linfoide [Shortman and Liu, 2002]. Estos 

dos subtipos de DC presentan diferente distribución tisular, producción 

de citoquinas y necesidades de crecimiento [Adams et al, 2005]. Las 

miDC son formadas a partir de precursores mieloides CD11c+, mientras 

que las pDC se originan a partir de progenitores linfoides CD11c- en los 

órganos linfoides [Shortman et al,2002].  

 

Muchos de los estudios realizados sobre las DC se han llevado a 

cabo mediante la obtención ex vivo de ambos subtipos de DC. Las miDC 

se obtienen a partir de monocitos de sangre periférica en presencia de IL-

4 e GM-CSF, tanto en humanos como en ratón y otras especies. En 

cambio las células pDC humanas se obtienen mediante cultivo con IL-3 

[Grouard et al, 1997; Olweus et al,1997; Rissoan et al, 1999], INF-γ/β y 
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TNF-( [Kadowaki et al, 2000], mientras que las de ratón y de monos, se obtienen de los órganos linfoides y 

sangre periférica, tras la inoculación del factor de crecimiento hematopoyético FLT3L (FMS-related 

tyrosine kinase 3 ligand) [Lyman SD, Cell 1993; Bórjk P 2001, Telshova, J Leuck Biol. 2004].  

 

 

6.2. Fenotipo y Función de las células dendríticas 

 

Las células dendríticas derivan, como ya hemos comentado, de 

HSC CD34+ y emigran a los distintos tejidos como células dendríticas 

inmaduras (iDC) distinguiéndose por su fenotipo. Ambos tipos celulares, 

miDC y pDC, se encuentran estratégicamente localizadas en el 

organismo con objeto de llevar a cabo su función. Las miDC provienen de 

un progenitor mieloide y se caracterizan por la expresión de CD11c con 

alta intensidad (CD11chi) [Bendriss-Vermare et al, 2001; Briere et al, 

2002], y se encuentran en los órganos linfoides secundarios, tejidos 

periféricos y en los lugares de inflamación [Kapsenberg, 2003].  

 

Las pDC comparte un progenitor común con los linfocitos T, B y 

NK [Wu et al, 1991; Ardavin et al, 1993; Galy et al, 1995; Res et al,1996; 

Marquez et al,1998; Plum et al,1999; Traver et al, 2000; Manz et al, 

2001], siendo este progenitor CD34+CD38-CD7+ y careciendo de 

potencial mieloide y eritroide [Hao et al, 2001]. Se encuentran 

principalmente los órganos linfoides secundarios y expresan el antígeno 

CD11c con baja intensidad o low (CD11clow) [Rissoan, science 1999].  En 
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humanos las pDC además presentan una serie de características que 

hacen que se diferencien claramente de las miDC, como son la falta de 

expresión de marcadores mieloides, la expresión de marcadores linfoides 

como el CD123, y la alta producción de INF tipo I tras interaccionar con 

algunos microorganismos [Penna et al, 2002, Kapsenberg, 2003]. 

 

Las DC actúan como potentes estimuladoras de las células T, con 

la particular habilidad de inducir respuesta inmunológica primaria, sin 

estimulación previa, tras la interacción con antígenos microbioanos o 

virales y así inducir la memoria inmunológica.  

 

Las características funcionales de las DC varían en función de su 

estado de diferenciación. Así es que las DC inmaduras (a partir de ahora 

indicadas como iDC) permanecen en los tejidos con objeto de captar el 

antígeno extraño. Cuando tiene lugar la invasión de patógenos, los 

precursores (monocitos CD14+) de las miDC son atraídos a los lugares de 

inflamación mediante quimioquinas [Sallusto et al, 1999]. Estos 

precursores se diferencian a iDC, que son especialmente eficientes a la 

hora de captar el antígeno. Después de la captación del antígeno, las iDC 

mieloides abandonan el tejido hacia los nódulos linfáticos, durante esta 

migración se producen diversos pasos de maduración intermedia y la 

expresión entre otros del receptor CCR7 (CC-chemokine receptor 7) que 

favorecen ésta migración [Geissmann, 2002]. Las pDC en cambio, 
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permanecen en los órganos linfoides secundarios en estado inmaduro 

donde captan y presentan el antígeno a las células T [Wilson et al, 2003; 

Shortman et al, 2007].  

 

 Las DC tanto plasmocitiodes como mieloides están especialmente 

diseñadas, tras el procesamiento del antígeno ingerido a péptidos, para 

llevar a cabo la activación de las células T vírgenes (sin previo contacto 

con el antígeno específico). Los péptidos son cargados en las moléculas 

de MHC I y II siendo luego transportados a la superficie celular. Se ha 

demostrado que las moléculas de MHC-II, después de la captación del 

antígeno, desaparecen del compartimento endosomal de las DC e 

incrementan en la membrana plasmática permaneciendo por un mayor 

periodo de tiempo en la misma, con objeto de inducir la estimulación de 

las células T [Villadangos et al, 2005].  En las áreas de células T de los 

nódulos linfáticos, cuando se produce la transformación definitiva a DC 

maduras (mDC), aparece la expresión de moléculas co-estimuladoras 

como CD80 y CD86, que son cruciales para que las DC actúen como APC 

[Reis et al, 2006]. La presentación de los péptidos al receptor de la 

células T (TCR, T cell receptor) dará finalmente lugar a la activación de 

las células T [Inaba et al, 1990]. 

En contraste con las mDC, las células iDC, tanto plasmocitoides 

como mieloides, expresan menos cantidad de moléculas MHC II y no 
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expresan moléculas co-estimuladoras, siendo así incapaces de inducir la 

activación de las células T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: cambio de fenotipo en las DC durante el proceso de maduración. 

 

 

Clásicamente las DC son células presentadoras de APC, por 

excelencia y tienen mayor capacidad de estimulación que otras células 

presentadoras de antígeno como las células B o los los macrófagos.  Las 

células dendríticas son altamente flexibles en su función, capaces de 

inducir la diferenciación de las células a perfiles de tipo Th1, Th2 o 

células reguladoras, dependiendo de los receptores que expresen y de los 

factores y citocinas que haya en el tejido. 

6.2.2. Fenotipo de las células dendríticas 
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Las miDC se caracterizan por ser células CD11cHi y por expresar 

marcadores mieloides como son CD13, CD33 y CD11b [O`Doherty et al, 

1994], son CD123Low [Shortman et al, 2002] y presentan expresión de 

receptores tipo toll (TLRs) como son TLR1, TLR2, TLR3 TLR4, TLR5 y 

TLR8 [Kadowaki et al, 2007]. Estas moléculas pertenecen al un grupo de 

receptores que se caracterizan por unirse y reconocer patrones de 

moléculas asociadas a distintos patógenos. 

 

Las pDC, sin embargo, son células CD11cLow y no expresan 

marcadores mieloides [O`Doherty et al, 1994], expresan bajos niveles de 

MHC y moléculas co-estimuladoras [Rissoan et al, 1999; Rossi et al, 

2005], además son CD123Brigth [Kadowaki et al, 2001]. En cuanto a los 

receptores de tipo Toll, éstas se caracterizan por presentar la expresión 

de TLR7 y TLR9, que reconocen componentes virales y tras su 

interacción dan lugar a una gran cantidad de interferon (IFN) de tipo I 

[Kadowaki et al, 2007]. Las miDC, en cambio, son capaces de reconocer 

componentes bacterianos y dar lugar a la producción de citoquinas 

proinflamatorias como TNF-�, IL-6 e IL-12 [Kawadoki et al, 2007]. 

 

 Las iDC mieloides son CD14-, CD1a+, MHCIILow, CD86Low, 

CD80Low, CD83- [Malanga et al, 2007],  mientras que las de origen 

plasmocitoide son CD11c-, CD13-, CD33-, CD123+, HLA-DRLow [Brière et 

al, 2002]. Las mDC de origen mieloide son CD83+ CD1a+ CD86+ CD80+ 
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MHCIIhigh [Malanga et al, 2007], CD11cHigh, CD33High, CD11b+ [Brière et 

al, 2002], mientras que las de origen plasmocitoide son CD83+, CD86+, 

CD11c+, CD33Low [Brière et al, 2002]. 

 

6.2.3. Capacidad de captación de antígenos y fagocitosis de las 

células dedríticas. 

 

Una de las principales funciones de las mDC es que son potentes 

APC (antigen presenting cells, células presentadora de antígeno) capaces 

de activar a las células T helper memoria e indiferenciadas, células T 

citotóxicas y células B [Banchereau et al, 1998]. Las mDC pueden 

estimular a las células T por procesamiento y presentación de péptido 

antigénicos dentro del contexto de las moléculas HLA de clase II y I 

[Morelli et al, 2003].  

 

La capacidad fagocítica de las iDC es menor que en otras células 

fagocíticas, como por ejemplo los macrófagos. Las iDCs tienen capacidad 

fagocítica aunque su función no es la de eliminar al microorganismos 

sino la presentación del antígeno. No obstante, necesitan de la fagocitosis 

y de los mecanismos de eliminación del microorganismo para procesar y 

presentar los antígenos en el contexto del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) de clase I y II [Leverrier et al, 2001]. Los 

fagocitos profesionales han evolucionado hacia la internalización y 
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eliminación de bacterias. Por el contrario, las iDC limitan su capacidad 

fagocítica después de la ingestión del microorganismo o antígenos 

extraños, tanto por el programa de maduración como el de actividad 

migratoria [Corinti et al, 1999; Rescigno et al, 1999]. Por esta razón la 

capacidad fagocítica de las DC maduras está altamente disminuida. 

Varios estudios han demostrado que las iDC pueden fagocitar 

eficientemente una serie de partículas antigénicas, como pueden ser 

diversas bacterias como el Saccharomyces cerevisiae y Corynebacterium 

parvum. También fagocitan partículas de zymosan y partículas de látex 

de un diámetro de entre 0,5 y 6 µm [Reis e Sousa et al, 1993]. Sin 

embargo su capacidad fagocítica esta disminuidad frente a otros tipos de 

bacterias, por ejemplo Streptococcus gordonii, que inducen la 

maduración de las iDC por lo que la capacidad fagocítica se ve 

disminuida después de la ingestión de la misma [Corinti et al, 1999; 

Kold-Mäurer et al, 2000]. 

 

 Las DC obviamente destruyen los patógenos ingeridos, aunque su 

capacidad asesina es más limitada. Es decir, aunque utilicen algunos de 

los mecanismos típicos de muerte propios de los fagocitos profesionales, 

la principal función de las células dendríticas es la captación de 

antígenos para su procesamiento, y así llevar a cabo la presentación de 

los mismos a las células T. Las iDC internalizan mayor cantidad de 

antígeno que las mDC, ya que actúan como centinelas para los 
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patógenos entrantes, mientras que la presentación del antígeno a las 

células T es llevado a cabo por las mDC, que tienen disminuida su 

capacidad fagocita en favor de su función como APCs [Nagl et al, 2002]. 

 

Para llevar a cabo el proceso de captación del antígeno las DC 

reconocen a las partículas microbianas mediante distintos receptores, 

como son, los receptores de reconocimiento de patrones incluyendo a los 

TLRs, receptores de manosa y receptores carroñeros (scavenger). Además 

las DCs son capaces de endocitar los complejos inmunológicos (ICs) que 

contienen antígenos opsonizados por inmunoglobulinas y productos de 

activación del complemento. Estos interaccionan con receptores Fc para 

los anticuerpos, y receptores del complemento (CRs) expresados por las 

DCs. Los principales receptores para fagocitar inmuno-complejos son 

CR3, receptor para el C3 y derivados, y FcγRs, receptores para la IgG. Los 

microorganísmos cubiertos por fragmentos derivados del C3 adquieren la 

capacidad de unirse eficientemente a los receptores de complemento 

[Erdei et al, 1991; Thieblemont et al, 1993; Gordon et al, 2002] y CR3, 

que junto con otras moléculas de adhesión, facilitan la entrada de 

diferentes tipos de células diana [Hildreth et al, 1989; Bajtay et al, 2004]. 

 

Los receptores TLRs, receptores manosa y fucosa, etc. La ingestión 

del antígeno por las iDC, por cualquiera de los mecanismos mencionados, 
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da lugar a un estímulo que induce la maduración y migración hacia los 

órganos linfoides secundarios.  

 

También se han identificado diversas moléculas de superficie 

celular relacionadas con la captura del antígeno por parte de las DCs. En 

particular una amplia diversidad de receptores lectina tipo C (CLRs) que 

están relacionados con un amplio rango de estructuras de carbohidratos 

en antígenos [Fidgor et al, 2002; Drickamer et al, 1999]. Especialmente 

las iDC que se encuentran en el tejido, expresan una amplia variedad de 

lectinas tipo C, las cuales están relacionadas con el reconocimiento tanto 

de antígenos propios como patógenos. Aunque no se conoce demasiado 

sobre el reconocimiento de carbohidratos específicos y la especificidad 

antigénica, es evidente que algunos de estos receptores CLRs, como 

Dectin-1, DC-SING, y receptores de manosa (MRs) pueden regular la 

señalización y función al igual que los receptores de adhesión celular. 

Los CLR reconocen estructuras de carbohidratos específicas de antígenos 

propios o de la pared celular de los patógenos. Su principal función es la 

internalizar antígenos por degradación en compartimentos lisosomales 

para aumentar el procesamiento del antígenos y presentación por las DC 

[Fidgor et al, 2002; Engering et al, 2002]. 

 

Junto con el MHC, CD1 y FcR, los principales receptores de las DC 

relacionados directamente con el reconocimiento de patrones 
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moleculares característicos en antígenos son los  TLR [Underhill et al, 

2002; Thoma-Uszynski et al, 2001; Weis et al, 1998]. Los TLR son 

receptores de reconocimiento de patógenos [Janeway et al, 2002] que 

reconocen patrones moleculares característicos presentes en lípidos 

microbiales, lipoproteínas, lipopolisacaridos (LPS), ácidos nucleicos, DNA 

bacterial, al igual que factores secretados bajo tejido dañados como 

proteínas de choque térmico (Hsp 70) [Akira et al, 2003; Hemmi et al, 

2000]. El reconocimiento por parte de los TLR dan lugar a una cascada 

de señales intracelulares que inducen la maduración de las DC y a la 

producción de citoquinas inflamatorias, determinando finalmente a 

activación de las células T [Underhill et al, 2002; Janeway et al, 2002].  

 

Dependiendo de la localización tisular y el estado de diferenciación, 

las DCs expresan un único grupo de receptores TLR y CLR. Distintos 

CLR son expresados por las iDC mieloides [Figdor et al, 2002], como los 

MR (CD206) [Sallusto et al, 1995], DEC-205 (CD205) [Mahnke et al, 

2000], DC-SING (CD209) [Geijtenbeek et al, 2000], BCDA-2 [Dzionek et 

al, 2001], Dectin-1 [Willment et al, 2001], DCIR [Bates et al, 1999], 

DCAL-1 [Ryan et al, 2002], C-LEC [Colonna et al, 2000] y DC-ASGPR 

[Valladeau et al, 2001]/MGL-1 [Suzuki et al, 1996]. Las pDC expresan 

BDCA-2, Dectin-1, y DEC-205. Diversas lectinas tipo C no son 

expresadas exclusivamente en las DCs sino que también son expresadas 

en otras APCs como son los macrófagos. Sin embargo, hay CLR que son 
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específicos de las DC como el DEC-205 en las DC de ratón [Jiang et al, 

1995] y el DC-SING  que se expresa en las DC  humanas tanto in vivo 

como in vitro [Bleijs et al, 2001]. El DC-SIGN es altamente expresado por 

las DC derivadas de monocitos o células CD34+ [Geijtenbeek et al, 2000]. 

In vivo, el DC-SIGN es expresado por las iDC en tejidos periféricos como 

piel, mucosa intestinal, recto, placenta y pulmones, al igual que las DC 

presentes en los tejidos linfoides, nódulos linfoides, amígdalas y bazo 

[Geijtenbeek et al, 2000; Soilleux et al, 2002]. 

 

6.2.4. Activación de las células T por las células dendríticas 

 

Las DC han sido también clasificadas como DC1 y DC2, 

respectivamente, debido a que se pensaba que las miDC inducían una 

respuesta Th1 y las pDC sólo una respuesta Th2 [Rissoan et al, 1999]. 

No obstante, se ha podido ver que las pDC también son capaces de 

inducir una respuesta Th1 [Cella et al, 1999; Krug et al, 2001]. In vitro, 

las pDC pueden diferenciarse a DC maduras capaces de inducir a las 

células T indiferenciadas CD4+ hacia una respuesta Th1 o Th2, 

dependiendo del estímulo [Cella et al, 1999; Rissoan et al, 1999; 

Kadowaki et al, 2000; Cella et al, 2000]. Por ejemplo, las pDC activadas 

con IL13 y CD40 inducen una respuesta Th2, mientras que las activadas 

con virus inducen una respuesta Th1. 
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Como se expone anteriormente las iDC (plasmocitoides y mieloides) 

son células especializadas en la captura del antígeno, sin embargo tienen 

disminuida la capacidad de presentar estos antígenos de manera 

eficiente a las células T [Wilson et al, 2004]. La captación del antígeno se 

ve favorecida por receptores lectina tipo I como se es el DEC205 (CD205) 

[Steinman et al, 2003] que se expresa tanto en miDC [Mahnke et al, 2000] 

como en las pDC [Jiang et al, 1995], DC-SING (DC-specific intracellular 

adhesión molecule -3 grabbing nonintegring o CD209), es una molécula 

tipo lectina con una función dual. Por una parte, DC-SIGN puede actuar 

como receptor de adhesión uniéndose con gran afinidad a las moléculas 

ICAM-2 e ICAM-3 [Figdor et al, 2002] y que se expresa en las miDC 

inmaduras [Geijtenbeek et al, 2000] y su expresión es inducida por las 

IL-4, IL-13 y GM-CSF [Relloso et al, 2002]. Además funciona como 

receptor para algunos patógenos, como por ejemplo la proteína gp120 del 

HIV [Geijtenbeek et al, 2001; Soilleux et al, 2002; Cambi et al, 2003], a 

bacterias como Micobacterium tuberculosis o levaduras como Candida 

albicans, facilitando la endocitosis del estos microorganismos [Kooyk et 

al, 2003].  

 

6.2.5. Las células dendríticas como inductoras de tolerancia 

 
 

Tanto las iDC plasmocitoides como mieloides han sido descritas 

como inductores de tolerancia de las células T [Steiman et al, 2003; 
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Jonuleit et al, 2001; Mahnke et al, 2002; Martin et al, 2002]. En 

ausencia de inflamación o infección hay evidencias de que las iDC 

controlan la tolerancia periférica. Se ha visto que las DC pueden inducir 

la producción de IL-10 dando lugar a células CD4+ y CD8+ reguladoras 

[Bonifaz et al, 2002]. En consonancia con esto se ha descrito que las iDC 

expuestas a IL-10 muestran una capacidad fuertemente reducida para 

estimular una respuesta de células T CD4+ [Steinbrink et al, 1997]. En 

cambio para que la inmunidad mediada por DC se desarrolle dichas 

células deben estar expuestas a estímulos de maduración, como el 

desencadenado por el CD40. 

 

 

 

6.3. Células dendríticas deciduales 

 

En decidua humana las DC han sido identificadas como células de 

origen mieloide debido a la expresión de CD11c, no habiéndose detectado 

células CD11c- CD123+, marcador característico de las pDC [Gardner et 

al, 2003]. 

 

En el endometrio decidualizado humano se han identificado 

diversas poblaciones de células APC HLA-II+, incluyendo macrófagos 

activados, constituyendo un 20% de los leucocitos deciduales [Starkey et 
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al, 1988; Vince et al, 1990] de las cuales hay una población mDC CD83+, 

que constituyen en torno a un 1% [Kammerer et al, 2000; Gardner et al, 

2003; Miyazaki et al, 2003], y una población de iDC CD83- DC-SIGN+ de 

aproximadamente un 10% [Kämmerer et al, 2003]. Por otra parte 

Gardner y col., [2003] establecen que la población de DC de la decidua 

presentan en su mayoria un fenotipo DC-SING-CD14-DEC205+ 

diferenciándose varios subtipos dependiendo de la expresión de HLA-DR+. 

 

 Como hemos mencionado, Kämmerer y col., observaron en la 

decidua humana la existencia de una población mDC caracterizada por 

la expresión de CD83+ y que se caracteriza por expresar también 

CD40+CD45+HLA-DR++ con morfología y funciones típicas de las mDC. 

Estos autores describen la existencia de una población de dDC 

deciduales inmaduras con un fenotipo DC-SING+, HLA-DR+, CD14+, 

CD4+, CD68+/-, CD83-, CD25- [Kämmerer et al, 2000]. Esta población 

de células DC-SIGN+ presentan una eficiente capacidad para captar 

antígenos y madurar hacia DC CD83+CD25+, con capacidad de 

estimular la proliferación de las células T indiferenciadas.  

 

En el endometrio humano aparece una proporción de células DC-

SIGN+ sólo durante la decidualización, lo que hace suponer que éstas 

pueden jugar un papel importante en la respuesta inmunitaria local en la 

interfase entre la inmunidad y la tolerancia [Laskarin et al, 2007].En 
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concordancia con esta hipótesis se ha descrito que el número de células 

productoras de IL12 en el total de la población de las DC de la decidua es 

significativamente menor que el encontrado en células periféricas, 

sugiere que estas células podrían regular el equilibrio Th1/Th2 

manteniendo un estado predominantemente Th2 y favoreciendo de esta 

forma la gestación [Miyazaki et al; 2003]. 

 

Las mDC son las células presentadoras de antígeno más 

importantes del sistema inmunitario [Steiman et al, 1991]. In vitro, las 

mDCs forman agregados con los linfocitos, experimentalmente tan solo 

una única mDC es necesaria para estimular entre 100-3000 células T. 

Incluso un pequeño número de DC en la decidua humana podrían ser 

mediadores importantes en las interacciones inmunológicas en la 

interfase materno-fetal. 

  

En cuanto a las iDC deciduales, CD83-DC-SIGN+, se ha visto que 

están implicadas en la evasión inmunitaria, mediante la unión de virus, 

parásitos y patógenos bacterianos al DC-SIGN, interfiriendo en la 

maduración de las dDC y produciendo citoquinas anti-inflamatorias, 

previniendo por tanto la respuesta inmunitaria [Van Kooyk et al, 2003].  

 

En general se piensa que el mantenimiento del embarazo y la 

eliminación del feto, está relacionado con la producción de distintos 
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perfiles de citoquinas. Las citoquinas tipo Th1, como IL2, TNF-α, IL12 e 

IFN-γ, favorecen el aborto, mientras que las citocinas tipo Th2,  como IL4 

e IL10, favorecen el embarazo [Juretic et al, 2004]. Blois y col., han 

observado en ratones que el incremento de DC CD8α+ está acompañado 

de un descenso de la producción de IL10, lo que sugiere que los 

antígenos fetales podrían inducir la producción de citoquinas Th1 

durante el periodo de pre-implantación, después parece ser 

predominante un patrón de citoquinas Th2 [Blois et al, 2004]. Por tanto, 

un balance adecuado entre Th1/Th2, bajo el control de las miDC y pDC 

en en la fase temprana del embarazo murino, parece ser crucial para el 

éxito del embarazo [Yoshimura et al, 2003]. 

 

 La maduración de las células CD14+DC-SIGN+ deciduales hacia 

mDC CD25+CD83+, bajo el tratamiento de citoquinas inflamatorias, da 

lugar a un descenso de la capacidad de captación del antígeno y por 

tanto a una menor estimulación de las células T en reposo [Kämmerer et 

al, 2000]. 

 

6.4. Complejos DC-NK: 

  

Las células uNK y las iDC son las poblaciones predominantes de 

leucocitos en la decidua humana de primer trimestre, por lo que cabría 

preguntarse si la relación entre estos dos tipos celulares podría actuar en 
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la simbiosis entre la madre y el feto semialogénico. El contacto íntimo 

entre estos tipos celulares tiene lugar en la decidua humana. Este 

contacto célula-célula se produce probablemente entre el DC-SING 

expresado por las iDCs e ICAM-3 expresado en las células uNK 

[Calatayud et al, 1996; Geijtenbeek et al, 2000], pudiendo prevenir la 

interacción de las iDCs con las células T y la maduración de las iDCs en 

DCs inmunoestimulatorias [Dieta et al, 2005]. 

 

Las mDC podrían influir en las células NK por la producción de 

varias citoquinas, como son IL-12, IL-15, IL-1 y IL-18. La IL-12 es 

conocida por aumentar la citotoxicidad mediada por las NK y la 

producción de interferon-γ [Trinchieri et al, 2003]. La secreción de IL-12 

por parte de las dDC es significativamente menor que las de sangre 

periférica indicando que las dDC podrían promover el estado Th2, 

necesario para que el embarazo llegue a su fin [Miyazaki et al, 2003]. Las 

uNK son también conocidas por liberar una serie de citoquinas que 

podrían influenciar en las DC [Rieger et al, 2002], siendo una de ellas la 

IL-10. Se ha visto que la IL-10 es capaz de inhibir las funciones de las 

DC, como su habilidad de estimular a las células T, previniendo la 

inducción de moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86 en las iDC 

[Steinbrink et al, 1997], además la IL-10 ha sido descrita por promover la 

apoptosis [Ludewig et al, 1995], siendo esta como ya hemos expuesto 

importante para el éxito del embarazo. La interacción de células NK 
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activadas con iDCs puede dar como resultado la maduración y activación 

de las iDC o causar la eliminación de las iDCs cuando las NK presentan 

una respuesta demasiado intensa  (Fig. 3) [Dieta et al ].  

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

 
Figura 3: esquema representativo de la interacción de células NK uterinas (uNK) y 

células dendríticas (DC) en la decidua humana con el trofoblasto extravellositario (EVT). 

Diet el al: uNK and DCs at the Feto-maternal Interface. 
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OBJETIVOS 
 
 

El embarazo normal está relacionado con la respuesta Th2, mientras 

que el aborto espontáneo lo está con la respuesta Th1 [Raghupathy 1997; 

Piccini et al., 1998; 2001]. Teniendo en cuenta que la diferenciación 

hacía Th1 o Th2 está controlada por las DC, el objetivo general del 

presente proyecto es el estudio de las DC deciduales humanas de primer 

trimestre en embarazo normal y en aborto espontáneo.  Este objetivo 

general está integrado por los siguientes objetivos específicos: 

 

 

1. Determinar el fenotipo de las dDC en aborto inducido (decidua 

normal) y aborto espontáneo, estableciendo si existen diferencias 

entre una u otra situación. 

 

2. Conocer las proporciones de DC en decidua normal y de aborto 

espontáneo. 

 

3. Estudiar la relación funcional entre las DC y las NK deciduales de 

primer trimestre. 

 

4. Estudio de las variaciones de las DC deciduales a lo largo del 

embarazo.
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MATERIALES Y METODOS 

 

1. Muestras 

 

Las muestras de aborto espontáneo de primer trimestre (n = 45) 

fueron recogidas por el Departamento de Obstetricia y Ginecología, 

Hospital Universitario San Cecilio, Granada, Hospital Virgen de las 

Nieves, Granada, y por el Hospital San Agustín, Linares, Jaén. Las 

muestras de aborto inducido (n = 73) fueron obtenidas de la Policlínica 

Los Cármenes, Granada, Clínica Ginegranada, Granada, y Clínica el Sur, 

Málaga.  

 

Las muestras fueron obtenidas por legrado vaginal, en el caso de 

los abortos espontáneos, se realizaron dentro de las 24 horas después de 

haber sido diagnosticado el aborto. Los abortos inducidos fueron llevados 

a cabo mediante aspiración. Los embarazos anembriónicos o fetos 

muertos fueron confirmados por ultrasonidos y excluidos del estudio. 

Ninguno de los abortos fue inducido farmacológicamente. Para ambos 

grupos de muestras se siguió el mismo criterio de exclusión, siendo 

excluidas las mujeres que habían recibido alguna medicación o que 

padecían alguna infección, enfermedad autoinmune u otra enfermedad 

sistémica. En todos los casos se obtuvo el consentimiento de cada 

paciente para el uso de la muestra. Este trabajo fue aprobado por el 
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comité Ético y de Investigación del Hospital Universitario San Cecilio, 

Granada. 

 

2. Aislamiento de las células 

 

Las muestras de decidua de los distintos pacientes fueron 

procesadas de forma independiente y en ningún caso fueron mezcladas, 

con objeto de evitar la inducción de una reacción alogénica. En primer 

lugar las muestras de decidua fueron lavadas con PBS (Gibco, California, 

USA). A continuación se eliminó de cada muestra los restos de 

trofoblasto existente. Posteriormente, las muestras fueron desmenuzadas 

con bisturí y se añadieron pequeñas cantidades de PBS con lo que se 

obtuvo una suspensión que posteriormente se pasó por un cedazo de 

53µm de poro (Gallemkamp, Loughborough, UK). La suspensión 

resultante fue recogida y lavada por centrifugación. El botón de células 

se resuspendió en PBS y las células mononucleares fueron separadas 

centrifugando la suspensión sobre un gradiente de Ficoll-Histopaque 

(Sigma, Saint Louis, MO, USA), a 600 g durante 20 min y a 20 ºC. Las 

células fueron recogidas de la interfase resultante, resuspendidas en PBS 

o RPMI 1640 (Sigma) al 10% de FCS (fetal calf serum, Gibco) y utilizadas 

para las distintas técnicas realizadas en este estudio. 
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3. Determinación de Marcadores en las Poblaciones 

Leucocitarias Mediante Citometría de Flujo 

 

Analizamos la expresión de distintos marcadores en las 

poblaciones objeto de estudio mediante citometría de flujo. Los 

anticuerpos Monoclonales (mAb) utilizados están descritos en la Tabla 1. 

Para el marcaje directo, 100 µl de suspensión de leucocitos 

deciduales, a 1x106 cel/ml en PBS, fueron incubadas con 10 µl del 

correspondiente mAb, en oscuridad durante 30 min a 4 ºC. En el caso de 

mAb intracelulares, las células fueron permeabilizadas con Citofix-

Citoperm (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) antes de la 

incubación con el correspondiente anticuerpo monoclonal. Una vez 

marcadas las células fueron lavadas y resuspendidas en 200 µl de PBS 

siendo inmediatamente analizadas en el Citómetro (Ortho Cytoron 

Absolute, Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ, USA) y FACScan  

(Becton Dickinson). Para el doble marcaje se siguió el mismo 

procedimiento pero usando mAbs marcados con fluorocromos distintos. 

En el marcaje indirecto, después de incubar las células con el primer 

mAb se añadió un segundo mAb frente al primero y conjugado con una 

sustancia fluorescente.  

 

El análisis de cada población, células dendríticas o linfocitos, se 

realizó  teniendo en cuenta las características de tamaño (FSC-forware 
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scatter) y granularidad o complejidad citoplasmática (SSC-Side Scatter) 

de cada tipo de células, y seleccionándolas con la ventana 

correspondiente. El porcentaje de células positivas para cada anticuerpo 

se calculó comparando con un control negativo, para lo que se utilizó un 

mAb del mismo isotipo y sin especificidad para antígenos humanos.   

 

4. Estudio de la capacidad fagocítica 

 

Para el ensayo de fagocitosis se utilizaron bolitas de carboxilato 

fluorescentes verdes de 1 µm de diámetro (Polysciences.Inc, Eppelheim, 

Alemania). Los leucocitos deciduales fueron resuspendidos en RPMI 1640 

con un 20% de FCS, ajustando la concentración a 1x106 cel./ml. A 500 

µl de dicha suspensión celular se le añadieron 200 µl de bolitas de latex, 

diluidas 20 veces del stock original, resuspendidas en medio RPMI 1640. 

La muestra se incubó durante 1h a 37 ºC. Como control negativo en este 

ensayo se utilizó la misma muestra de células preparada en las 

condiciones indicadas, aunque incubada durante 1h a 4 ºC. Tras la 

incubación centrifugamos las células a 400g durante 10 min, 

resuspendimos en PBS-EDTA 50 mM e incubamos durante 1 h, a 37 ºC y 

a 4 ºC respectivamente, con objeto de eliminar las bolitas que pudieran 

haber quedado adheridas pero no fagocitadas. Seguidamente, 

centrifugamos a 400 g durante 10 min y resuspendimos en un volumen 

final de 500 µl de PBS. Para determinar la fagocitosis por las células DC-
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SIGN+, tras el procedimiento anterior, las células fueron marcadas con el 

anticuerpo DC-SIGN conjugado con ficoeritrina (PE, roja). De esta forma 

pudimos diferenciar las células dendríticas DC-SIGN+ de otros tipos 

celulares con capacidad fagocítica. La capacidad de fagocitosis de las 

células DC-SIGN+ se determinó mediante citometría de flujo y 

microscopía confocal. Si la muestra iba a ser utilizada para citometría de 

flujo se resuspendió en 200 µl de PBS y se midió inmediatamente. Si la 

muestra iba a ser utilizada para microscopia confocal se procedió según 

se describe más adelante. 

 

5. Detección de  la apoptosis mediante la Anexina V 

 

Durante la fase de apoptosis temprana se producen cambios a 

nivel de la membrana celular. Uno de esos cambios consiste en la 

translocación de los fosfolípidos del interior de la membrana plasmática 

al exterior, quedando expuesta entre otros la fosfatidilserina (PS-

phosphatidilserine). La Anexina-V nos permite detectar a nivel de la 

membrana la apoptosis temprana debido a su afinidad por PS [Martin SJ 

et al, 1995]. 

 

Las células necróticas también presentan la PS pero se pueden 

diferenciar de las apoptóticas debido a la pérdida de integridad de 



Tesis Doctoral  Materiales y Métodos 

54 

membrana, permitiendo así ser diferenciadas en función de sus 

características de tamaño y granularidad mediante citometría. 

 

Para determinar las células apoptóticas mediante Anexina-V 

tomamos 100 µl de la suspensión celular a 1x106 cel./ml en PBS, y se 

incuba con 10 µl de Anexina-V-Fluos (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany) FITC y 10 µl de DC-SIGN PE durante 30 min a 4 ºC y en 

oscuridad. Posteriormente fueron lavadas, resuspendidas en 200 µl de 

PBS y medidas en el citómetro. 

 

6. Detección de apoptosis mediante la técnica de TUNEL. 

  

La técnica de TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick end labelling) 

identifica las fases tardías de la apoptosis. Esta técnica nos permite 

determinar las células que se encuentran en apoptosis a nivel de ADN 

genómico. El ADN genómico, durante la apoptosis, da lugar a fragmentos 

que presentan un extremo 3’OH libre. Los extremos 3’OH son detectados 

mediante la incorporación en dichos extremos de nucleótidos marcados 

utilizando la enzima transferasa terminal (Tdt). Si el nucleótido 

incorporado está  marcado con un fluorocromo podemos analizar las 

células en apoptosis mediante citometría de flujo, que a su vez permite 

diferenciar, como ya se ha comentado, las células que se encuentran en 

apoptosis de las que se encuentran en necrosis. 
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Una vez obtenido el precipitado celular tal y como se indica en el 

protocolo de extracción de células, se realizó la incubación con los 

correspondientes mAb durante 30 min a 4ºC en oscuridad. 

Posteriormente se añadió 100 µl de paraformaldehido al 4% en PBS para 

fijar las células, incubando a temperatura ambiente durante 1h y en 

agitación continua. Seguidamente se centrifugaron las células a 400 g 

durante 10min. El precipitado se resuspendió en 100 µl de solución de 

permeabilización (Tritón-X-100 al 0,1% y citrato sódico al 0,1%) y se 

incubó 2 min en hielo. Seguidamente se lavó en PBS y se añadió la 

mezcla resultante del Kit (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein; 

Roche Diagnostic, Mannheim, Germany), consistente en una solución 

con nucleótidos marcados y la enzima Tdt. Siguiendo las 

recomendaciones de la casa comercial, se incuba 1 h a 37 ºC. A 

continuación se lavó con PBS. Si la muestra iba a ser utilizada para 

citometría de flujo se resuspendió en 200-400 µl de PBS y se midió 

inmediatamente. Si la muestra iba a ser utilizada para microscopia 

confocal o de fluorescencia, se procedió como se indica a continuación. 

 

7. Microscopía de Inmunofluorescencia y confocal 

 

Las células fueron preparadas en cada caso según los 

procedimientos previamente descritos. A continuación cada preparación 

fue lavada con PBS, resuspendida en 3 µl de medio de montaje 
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Vectashield (Vector, Peterborough, UK) y depositada sobre el portaobjeto. 

Las preparaciones se observaron en el microscopio de fluorescencia 

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) con 100X de aumento y/o en el 

microscopio confocal (Leica, Nussloch, Alemania) con un aumento de 

60X.   

 

8. Inmunohistoquímica 

 

Las muestras de decidua procedentes de abortos voluntarios, y 

conservadas en nitrógeno líquido, fueron cortadas en el criostato 

(Reichert-Jung, Cryocut 1800, Leica, Nussloch, Alemania) a un grosor de 

10 µm. Los cortes fueron situados en un portaobjeto y fijados con 

acetona durante 10 min a -20 ºC, dejando secar las muestras a 

temperatura ambiente durante 15 min. A continuación se marcó el 

contorno de la muestra con un lápiz de vidrio, se hidrató con PBS 

durante 5 min, y se bloqueó la actividad peroxidasa con una preparación 

de H2O2 al 3% en metanol (1:4) a temperatura ambiente durante 30 min. 

Se lavó la muestra con PBS y se bloqueó la actividad avidina/biotina 

durante 15 min a temperatura ambiente y en cámara húmeda, según las 

indicaciones de la casa comercial (Avidin/biotin blocking kit, Vector). La 

muestra se lavó con PBS y los receptores Fc se bloquearon  con suero 

humano AB descomplementado o bloqueante de proteína (Vector), 

durante 30 min y a temperatura ambiente en cámara húmeda. A 
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continuación se realizó la incubación con el primer mAb, a la dilución 

correspondiente, durante 1h a temperatura ambiente. Se lavó la muestra 

con PBS y se incubó con el mAb secundario biotinilado (Kit Vectastain, 

Vector), durante 15 min y a temperatura ambiente. Tras el 

correspondiente lavado con PBS, se incubó la muestra con la 

estreptavidina/peroxidasa durante 15 min a temperatura ambiente. 

Finalmente se lava con PBS antes de incubar con el primer sustrato. En 

el caso de la diaminobencidina (DAB, Sigma), se incubó con 15 µl de 

H2O2 al 30% durante 5-10 min obteniendo una coloración marrón. En el 

caso del sustrato para peroxidasa VECTOR® VIP™ (Vector Laboratorios) 

se obtiene una coloración púrpura. Para el doble marcaje en 

inmunohistoquimíca con un segundo anticuerpo primario, realizamos el 

mismo protocolo utilizando combinaciones de DAB e Histogreen (Linaris-

Biologische Produkte, Wertheim-Bettingen, Germany). 

  

9. Detección de apoptosis por la técnica de TUNEL para 

Inmunohistoquímica 

 

Para determinar las células apoptóticas en cortes de decidua se 

empleó el marcaje con un kit para el ensayo de TUNEL (Roche Diagnostic, 

Mannheim, Alemania), siguiendo el protocolo indicado en el apartado 

detección de apoptosis mediante la técnica del TUNEL. Para poder 

observar la positividad mediante microscopía óptica se añade sobre el 
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corte de tejido 50 µl de Converter-POD y se incuba en cámara húmeda a 

37ºC durante 30 min. A continuación se lava la muestras con PBS para 

posteriormente añadir 50 µl de DAB e incubar 10 min a Tº ambiente, 

pudiendo observar los núcleos teñidos de color marrón. Para el estudio 

de las células dendríticas se utilizó el protocolo descrito  en el apartado 

de Inmunohistoquímica, utilizando como anticuerpo primario el DC-

SIGN y como sustrato para peroxidasa el VECTOR® VIP™ (Vector 

Laboratories), de coloración rosa. Finalmente se realiza el montaje con 

Eukitt (LaborTecnic, Granada, España) y se observan las preparaciones  

al microscopio óptico.    

 

10. Purificación de células por Citometria. 

 

La suspensión de células deciduales fue marcada con el mAb DC-

SIGN-PE (Caltag), de igual forma que para el análisis por citometría de 

flujo. El citómetro utilizado en el proceso de enriquecimiento fue un 

FACS-Vantage (Becton-Dickinson). El Software de control utilizado, fue 

CELL Quest V.3.1. El citómetro se calibró en el rango de fluorescencia de 

la Ficoeritrina (PE) utilizando calibradores homologados  (CaliBRITE TM 

Beads) y estabilizado durante media hora. Posteriormente, se midió la 

muestra problema, marcándose la población objeto de estudio y 

comenzándose el ciclo de enriquecimiento, que se repitió dos veces, hasta 

obtener riquezas superiores al 80% en la población seleccionada. 
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11. Purificación de células con columnas y bolitas magnéticas 

 

La suspensión celular obtenida según se ha descrito anteriormente 

fue marcada para la purificación de DC siguiendo las indicaciones del kit 

de purificación CD209 (DC-SIGN) MicroBead Kit (Miltenyi Biotec, 

Germany). De forma resumida, la suspensión de células marcada con el 

anticuerpo CD209 (DC-SIGN) unido a las bolitas magnéticas se pasó por 

una columna unida a un imán. Una vez pasada la muestra y lavada la 

columna, con un buffer de lavado, se separó la columna del imán y se 

volvió a lavar  obteniéndose ahora una suspensión celular con un grado 

de purificación de células DC-SIGN+ de 50-70%.  

 

12. Tinción con diclorhidrato 4',6-Diamidino-2-fenil indol, 

DAPI 

  

El DAPI (Sigma) es un colorante fluorescente del grupo del Indol 

que permite observar los núcleos de las células purificadas tiñendo 

específicamente el ADN. Para ello tomamos las células y las tratamos con 

10 µl de solución de pretratamiento (Ácido Cítrico 0.2M, Tween 20 0.5 ml, 

Agua destilada 100 ml) durante 5 min. A continuación añadimos 90 µl de 

solución de DAPI a una concentración de 2 µg/ml, e incubamos 5 min a 

temperatura ambiente, lavamos 10 min a 400 g y realizamos en medio de 
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montaje con Vectashield (Vector) para posteriormente observar la 

preparación al microscopio de fluorescencia.  

 

13. Análisis estadístico 

 

Para estudiar las diferencias significativas entre las distintas 

muestras de ABI, ABE y placenta se utilizó el  test de la T de Studen. 

Considerando como diferencias estadística valores de p<0.05. Los valores 

han sido representados como media ± DE. 
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en citometría de flujo. 

mAb Clon Isotipo Ig aRevelados con bObtenidos de 

CD1c AD5-8E7 IgG2a ratón FITC  M&B 

CD10 SJ5-1B4 IgG1 ratón PE CALTAG 

CD11c BU15 IgG1 ratón PE CALTAG 

CD14 TüK4 IgG2a ratón PE/FITC CALTAG 

CD15 VIMC6 IgM ratón FITC CALTAG 

CD25 CD25-3G10 IgG1 ratón PE CALTAG 

CD40 HB14 IgG1 ratón PE CALTAG 

CD45 HI30 IgG1 ratón FITC CALTAG 

CD56 MEM-188 IgG2a ratón FITC/PE eBiosciences/CALTAG 

CD56 MEM-188 IgG1 ratón -- CALTAG 

CD68 Ki-M7 IgG1 ratón FITC CALTAG 

CD80 MEM-233 IgG1 ratón FITC CALTAG 

CD83 HB15e IgG1,κ ratón PE BDBiosciences 

CD86 BU63 IgG2 ratón FITC CALTAG 

CD123 9F5 IgG1,κ ratón PE BDBiosciences 

DC-SIGN 120507 IgG2b ratón FITC/PE R&D 

DC-SIGN 120612 IgG2a ratón -- SIGMA 

HLA-G MEM-G/9 IgG1 FITC ABCAM 

FAS DX2 IgG1 ratón FITC CALTAG 

FASL Alf-2.1 IgG2a ratón PE CALTAG 

ILT2 -- IgG1 ratón -- López-Botet 

 
aFITC: Fluorescein isothiocyanate; PE: Phycoerythrin 
bBD Biosciences: Denderstraat, Erembodegem, Belgium; CALTAG, San Francisco, CA, 
USA; ABCAM: Cambridge, UK ; R&D SYSTEMS, MN, USA; M&B: Miltenyi Bistec 
S.L, Pozuelo de Alarcón, España.  
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FENOTIPO DE CÉLULAS DENDRÍTICAS EN DECIDUA 

HUMANA 

 

El fenotipo de las dDC no se encuentra completamente definido, 

sin embargo varios estudios han demostrado que uno de los antígenos 

que se expresa de forma más significativa en esta población es el DC-

SIGN [Kooyk et al, 2003]. Esta molécula es un ligando del receptor de 

ICAM-3, perteneciente a la superfamilia de las lectinas tipo C, sirve de 

receptor también para unir HIV y es expresado por las DC inmaduras 

(iDC) mieloides [Geijtenbeek et al, 2000]. En contraste con el fenotipo de 

las células iDC, el CD83, antígeno perteneciente a la superfamilia de las 

Ig, se caracteriza por ser expresado en las DC maduras (mDC) e 

interviene en la presentación del antígeno a las células T induciendo una 

respuesta inmunitaria [Bachereau et al, 1998]. Algunos autores 

consideran DC-SIGN como marcador de macrófagos [Gardner et al, 2003; 

Shortman et al, 2002], sin embargo, varios autores sostienen que este 

antígeno solo es expresado por células dendríticas mieloides (miDC) 

[Engering et al, 2002] en proceso de maduración, que a su vez pueden 

ser confundidas con macrófagos por expresar antígenos comunes a estos, 

como por ejemplo el CD14. 

 

La citometría de flujo es una técnica de análisis que permite 

seleccionar una población de células en suspensión en función de sus 
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características morfológicas como tamaño y granularidad, o de la 

expresión de antígenos detectados mediante anticuerpos específicos. En 

nuestro estudio la población seleccionada se situó en la ventana R1 (Fig. 

4), región en la que se localizan las células dendríticas (DCs) de sangre 

periférica. Es en ésta región donde además encontramos una mayor 

expresión del marcador DC-SIGN (CD209), en las muestras de decidua 

objeto de estudio (Fig. 4). La población situada en la ventana R1 se 

analizó con objeto de determinar la expresión de diversos antígenos de 

superficie (tabla 1, ver la sección de Material y métodos) en las DC 

deciduales (dDC) de primer trimestre, procedentes de muestras de 

decidua de aborto inducido (ABI), de aborto espontáneo (ABE) o de 

placenta a término. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Selección de la población de células dendríticas en la ventana R1. a) Citograma 

de dispersión en el que se muestra la región R1, donde se encuentran las células 

deciduales seleccionadas. b) Expresión de DC-SING+ en la población seleccionada 

mediante la ventara R1. Gráficas seleccionadas de uno de los experimentos realizados. 

a) 

37%37%
R1R1

a b
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1. Fenotipo antigénico de DC deciduales de aborto inducido 

 

La caracterización fenotípica de las dDC se realizó por tanto en 

base a la expresión del antígeno de superficie DC-SIGN y mediante otros 

marcadores de superficie utilizándose la citometría de flujo (tabla 2). Por 

otra parte, la inmunohistoquímica fue utilizada para determinar la 

localización tisular de las células DC-SIGN+ (positivas) (Fig. 5). En este 

caso pudimos observar no solo su localización tisular (Fig. 5a), sino 

también su distribución, que está centrada principalmente en torno a los 

vasos sanguíneos de la decidua (Fig. 5b). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5: Distribución de las células DC-SIGN+ en decidua de primer trimestre. Las 

células fueron marcadas en cortes histológicos de decidua con el anticuerpo DC-SIGN 

marcado con DAB; a) Inmunohistoquímica mostrando la distribución tisular de las 

células DC-SIGN+ (aumentos 20X); b) Inmunohistoquímica mostrando la localización de 

las células DC-SIGN+ en torno a los vasos sanguíneos (aumentos 10X). Las fotografías 

mostradas proceden de una muestra ABI representativa de un total de 10 muestras 

analizadas. 

 

a) b)
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1.1 Marcaje simple mediante citometría de flujo 

 

Mediante marcaje simple en citometría de flujo identificamos en R1 

la presencia de distintas supoblaciones celulares en decidua normal 

(tabla 2).  

 

 El DC-SIGN, como hemos mencionado anteriormente, es el 

marcador característico de las iDC. Mediante la expresión de este 

marcador podíamos determinar la población en la que existía un mayor 

porcentaje de iDC, para posteriormente realizar un estudio más extenso 

en esta población. Observamos así que es en la región R1 donde 

encontramos un mayor porcentaje de células DC-SIGN+ en decidua 

normal (28.3 ± 18.4 %; tabla 2; Fig. 4).  

 

Como comentamos previamente en la introducción, las DC son 

bien de origen mieloide o de origen plasmocitoide [Takeuchi et al, 2007; 

Kadowaki et al, 2007]. Para poder determinar que tipo de dDC 

predomina en decidua, analizamos en la población de células 

seleccionadas la expresión de los marcadores CD1c y CD11c, propios de 

DC de origen mieloide, y CD123 para identificar el origen linfoide o 

plasmocitoide de las mismas [Schmitt et al, 2007]. El CD1c y CD11c son 

expresados en las DC mieloides en sangre periférica [Engerign et al, 2002, 

Grabbe et a, 2000; Dzionek et al, 2000; Ito et al; 1999 O’Doherty et al, 
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1994; Thomas et al, 1993]. El CD123, también conocido como la cadena 

α del receptor de la IL3 [Macardle et al; 1996], se expresa con alta 

intensidad en las DC plasmocitoides de sangre periférica y granulocitos, 

pero su expresión es mínima en las células de origen mieloide [Schmitt et 

al, 2007]. La elevada expresión de CD11c (31.9 ± 22.9 %) junto con la 

baja expresión de CD123 (7.1 ± 5.9 %) indicaría inicialmente que las dDC 

de ABI son principalmente de origen mieloide. Sin embargo, se observó 

una baja expresión del antígeno CD1c (3.7 ± 3.1 %; tabla 2). 

 

El CD83 es el marcador característico de las mDC [Troy et al, 1998; 

McLellan et al, 1998; Ivanova et al, 2005]. Se estudió la expresión de este 

antígeno para ver si en la decidua de primer trimestre encontrábamos 

también una población de mDC. Nosotros hemos observado una baja 

expresión del marcador CD83 (3.2 ± 4.3 %; tabla 2), lo que indica que las 

mDC en decidua normal de primer trimestre no es una población 

predominante en la ventana R1.  

 

Las DC se caracterizan por ser células presentadoras de antígeno 

(APC) muy potentes [Banchereau & Steinman, 1998]. Para llevar a cabo 

esta función se induce en las iDC la expresión de moléculas MHC II junto 

con la expresión de otros marcadores necesarios durante el proceso de 

maduración a APC. Para determinar si existe un fenotipo de APC en las 

dDC se estudiaron los antígenos CD80 y CD86, característicos de APC 
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[Olivares et al, 1997]. Este análisis reveló que las dDC de ABI estudiadas 

en la ventana R1 expresaban estos marcadores de manera elevada (43.2 

± 24.2 % de CD80 y 70.1 ± 11.1 % de CD86; tabla 2). También se estudio 

la expresión de HLA-DR, molécula de clase II, propia de APC [Rieger et al, 

2004], encontrado que solo una pequeña proporción de células era HLA-

DR+ (5 ± 1.1 %; tabla 2). Siendo éste un signo más de inmadurez para 

las células estudiadas en la ventana R1. 

  

El CD40 es una proteína de membrana que se expresa en todas las 

APC y es un marcador de activación para las DC [Schlossman et al, 

1995]. Dicho marcador fue expresado en un porcentaje de células 

relativamente elevado dentro de la ventana R1 (40.3 ± 19.5 %; tabla 2). 

 

El CD14 es un marcador de macrófagos, aunque también es 

expresado por las iDC mieloides [Engering et al, 2002]. Su expresión se 

pudo observar en torno a un 20 % (tabla 2) en la ventana R1. 

 

El CD25 es el péptido α del receptor de la IL2. Se trata de un 

marcador de activación de células T y DC [Uchiyama et al, 1981]. 

Mediante este marcaje determinaremos si las células deciduales de la 

ventana R1 se encuentran activadas o no. Como se indica en la tabla 2, 

en las células de ABI situadas en la ventana R1 encontramos un total de 

35.3 ± 26.5 % de CD25. 
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El CD68, junto con el CD14, es un antígeno expresado por 

macrófagos, monocitos, neutrofilos, basofilos y DC. Participa en la 

inducción de fagocitosis [Schlossman et al, 1994]. Teniendo en cuenta 

que una de las características de las iDC es su capacidad fagocítica, se 

realizó el marcaje con dicho antígeno, para ver si en la ventana R1 

existían células con este fenotipo. A pesar de haber encontrado una 

expresión considerable de células iDC, observamos que el CD68 se 

expresaba débilmente (4.9 ± 4.6 %; tabla 2) en la ventana R1.  

 

El CD10 es un marcador característico de las  células deciduales 

estromales (DSC) [Imai et al, 1992; Montes et al, 1996]. Se ha estudiado 

para determinar la existencia en la ventana R1 de contaminación por 

parte de dichas DSC. A pesar de que las muestras son procesadas 

mediante la utilización de cedazo de 53 µm (véase Materiales y Métodos), 

que permite la eliminación de la mayor parte de las DSC, puede ocurrir 

que una proporción de ellas, de bajo tamaño, permanezcan. El CD10 nos 

permitió por tanto establecer si existe contaminación por parte de las 

DSC deciduales en la población seleccionada (ventana R1). La baja 

expresión de CD10 (6.6 ± 6.3 %; tabla 2) nos indicó que no existe apenas 

contaminación por parte de estas células en la ventana de estudio. 

 



Resultados  Tesis Doctoral 

70 

Los neutrófilos se caracterizan por la expresión de CD15 

[Nakayama et al, 2001]. Dichas células se localizan en sangre periférica 

en una ventana equivalente a la región en la que encontramos las DC 

(ventana R1). A pesar de que los neutrófilos, que son células de elevada 

densidad, deberían de haberse separado del resto de células deciduales 

mediante el gradiente de ficoll empleado, pueden llegar a quedar algunas. 

El análisis por citometria para este marcador, como se indica en la tabla 

2, demostró que existe una elevada proporción de células que expresan 

CD15, y por tanto la existencia de neutrófilos en la ventana R1, donde 

también se sitúan las DC.   

 

Un marcador característico de las células NK deciduales es el 

CD56 [King et al, 1998]. Al ser estas células una de las poblaciones 

mayoritarias de la decidua, en torno al 70% de la población de linfocitos, 

se decidió estudiar la expresión de dicho marcador en la ventana de las 

DC (ventana R1). Este marcaje mostró que en las células seleccionadas 

existía una población CD56+ de un 27.3 ± 16.6 % (tabla 2). 

 

El Fas (CD95), receptor de superficie celular perteneciente a la 

familia del receptor de necrosis celular (TNFR), es un mediador de la 

apoptosis inducida en la célula diana tras la unión con su ligando FasL 

(CD95L), [Nagata et al, 1994; Lynch et al, 1995; Griffith et al, 1997]. La 

expresión de dichos marcadores en la ventana de las DC (ventana R1) 
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demostró la existencia de una población Fas+ (61.1 ± 13.87 %; tabla 2) y 

de una población FasL+ (48.48 ± 15.81 %; tabla 2). 

 

 El ILT2 (immunoglobuline-like transcript-2) es un receptor 

inhibidor perteneciente a la familia de LIR/ILT, de los receptores de 

células NK, cuyo ligando es HLA-G [Cosman et al, 1997; Colonna et al, 

1997]. La expresión de dicho marcador en la ventana de las DC (ventana 

R1) demostró la existencia de una población ILT2+ (26.8 ± 20.68 %; tabla 

2). 

 

Tabla 2: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos antígenos en 

población de las células deciduales de primer trimestre procedentes de ABI 

en la ventana R1. 

Marcador Porcentajea Marcador Porcentaje 
CD1c 3.0 ± 3.1 CD80 43.2 ± 24.2 
CD10 6.6 ± 6.3 CD83 3.2 ± 4.3 
CD11c 31.9 ± 22.9 CD86 70.1 ± 11.1 
CD14 22.7 ± 17.9 CD123 7.1 ± 5.9 
CD15 68.6 ± 7.9 DC-SIGN 28.3 ± 18.4 
CD16 18.5 ± 19.9 HLA-DR 5.0 ± 1.1 
CD25 35.3 ± 26.5 FAS 61.1 ± 13.87 
CD40 40.3 ± 19.5 FASL 48.48 ± 15.81 
CD56 27.3 ± 16.6 ILT2 26.8 ± 20.68 
CD68 4.9 ± 4.6   

aPorcentaje respecto al 100% de células seleccionadas en la ventana R1 
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1.2 Marcaje doble mediante citometría de flujo 

 

Una vez estudiado el marcaje simple de las células deciduales que 

se encontraban en la ventana de las DC (ventana R1), se decidió, 

teniendo en cuenta que era la ventana donde se encontró el mayor 

porcentaje de células DC-SING+, realizar dobles marcajes respecto a esta 

población para poder conocer sus características fenotípicas. 

 

Mediante doble marcaje (Fig. 6) hemos podido observar que las 

células DC-SING+ de decidua normal co-expresaban altos niveles de 

CD11c, CD25, CD40, CD80 y CD86, mientras que los marcadores CD1c, 

CD14, CD15, CD68, CD123 y HLA-DR eran co-expresados en menor 

proporción (Fig. 6). La alta expresión de CD11c y baja de CD123 por 

parte de las DC-SING+ demuestra que estas iDC deciduales pertenecen 

al linaje mieloide (tabla 3). A pesar de todo, CD1c, que es considerado 

también un marcador de DC mieloides, fue expresado muy débilmente 

por las células DC-SIGN+. 

 

Las células DC-SIGN+ expresan débilmente otros marcadores 

asociados a la inmadurez (CD14, CD68), y expresaban intensamente 

moléculas asociadas a la maduración/activación de las DC (CD25, CD40, 

CD80, CD86), aunque, sin embargo, el HLA-DR, que pertenece a este 

último grupo de moléculas es expresado pobremente. Por otra parte, el 
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CD83, marcador de células mDC, es expresado también débilmente. 

Mediante este doble marcaje CD83/DC-SIGN pudimos determinar la 

existencia de una población de DC CD83+/DC-SIGN+, ya que la mayor 

parte de las células CD83+ co-expresaban DC-SIGN (Fig. 7). 

 

Todo estos resultados nos indican que las dDC son principalmente 

DC mieloides inmaduras en distintas etapas de diferenciación hacia la 

madurez. 

 

Tabla 3: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos antígenos en las células 

DC-SIGN+ de primer trimestre procedentes de ABI situadas en la ventana R1. 

Marcador Porcentajea Marcador Porcentaje 

CD1c/DC-SIGN 1.2 ± 1.3 CD45/CD56 35.9 ± 14.1 
CD11c/DC-SIGN 17.4 ± 10.3 CD45/CD83 1.3 ± 1.2 
CD14/CD56 7.6 ± 7.1 CD45/DC-SIGN 24.4 ± 14.7 
CD14+/DC-SIGN+ 4.1 ± 2.1 CD56/CD16 3.7 ± 3.3 
CD14-/DC-SIGN+ 25.2 ± 20.6 CD56/DC-SIGN 11.4 ± 13.4 
CD14+/DC-SIGN- 3.6 ± 3.9 CD68/DC-SIGN 2.4 ± 2.2 
CD15+/DC-SIGN+ 6.1 ± 4.7 CD80/DC-SIGN 23.2 ± 17.4 
CD15+/DC-SIGN- 68.9 ± 15.5 CD86/DC-SIGN 19.3 ± 13.4 
CD15-/DC-SIGN+ 4 ± 3.1 DC-SIGN/CD123 5.3 ± 4.7 
CD16/CD10 2.0 ± 1.4 HLA-DR/DC-SIGN 2.1 ± 1.1 
CD16/CD14 7.7 ± 8.7 HLA-G/DC-SIGNb 28.5 ± 27.8 
CD16/DC-SIGN 3.6 ± 1.9 DC-SIGN/FASL 28.23 ± 10.25 
CD25/DC-SIGN 23.6 ± 13.9 FAS/DC-SIGN 32.01 ± 14.45 
CD40/DC-SIGN 22.9 ± 11.4 ILT2/DC-SIGN 31.7 ± 17.3 
CD45/CD10 0.5 ± 0.6   

CD45/CD14 28.7 ± 15.9   

aPocentaje respecto al 100% de células seleccionadas en la ventana R1. bPorcentaje 

respecto al 100% de DC-SIGN+ en la ventana R1 
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Figura 6: Expresión conjunta de antígenos de superficie en la población de células 

dendríticas, seleccionada en la ventana R1, en muestras ABI. a) Citograma de 

fluorescencia mostrando los controles de Ig isotipo para los anticuerpos utilizados; b) 

Expresión conjunta de CD45 y CD83 en la población de células seleccionadas en la 

ventana R1; c-i) Citogramas de fluorescencia donde se muestra la expresión de DC-

SIGN y un segundo antígeno indicado en decidua de primer trimestre procedente de ABI, 

dentro de la población seleccionada en R1. Datos representativos seleccionados de un 

total de 73 muestras ABI analizadas. 
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Figura 7: Expresión conjunta de CD83 y DC-SIGN en la población de células dendríticas, 

seleccionada en la ventana R1, en muestras ABI: a) Citograma de fluorescencia 

mostrando los controles de Ig isotipo para los anticuerpos utilizados; b) Expresión de 

DC-SING-FITC en la población de células seleccionadas en la ventana R1; c) Expresión 

de CD83-PE en la población de células seleccionadas en la ventana R1; d) Expresión de 

CD83-PE y DC-SING-FITC en la población de células seleccionadas en la ventana R1. 

Datos representativos seleccionados de un total de 3 muestras ABI analizadas. 
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marcador característico de DC, cabría suponer que dicha co-expresión es 

debida a la existencia de complejos entre las células NK y las dDC (Fig. 8 

y tabla 3). 

 

En cuanto a Fas y FasL en la población de células DC-SING+ en 

muestras procedentes de ABI, hemos observado una elevada expresión 

(30.01±14.45 %; tabla 3) lo cual podría indicar que estas células no sólo 

podrían ser eliminadas por apoptosis, debido a la expresión de Fas, sino 

que también podrían inducir apoptosis de células cercanas debido a la 

expresión de FasL (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Figura 8: Expresión conjunta de CD56 y DC-SIGN en la población de células dendríticas, 

seleccionada en la ventana R1, en muestras ABI. Citograma de fluorescencia mostrando 

la expresión de CD56-FITC y DC-SING-PE en la población seleccionada en la ventana 

R1. 
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Figura 9: Expresión conjunta de FAS y FASL en la población DC-SIGN+, seleccionada en 

la ventana R1, en muestras ABI. a) Citograma de fluorescencia mostrando los controles 

de Ig isotipo para los anticuerpos utilizados; b) Citograma de fluorescencia mostrando la 

expresión de FASL-PE y DC-SING-FITC en la población seleccionada; c) Citograma de 

fluorescencia mostrando la expresión de FAS-PE y DC-SING-FITC en la población 

seleccionada. 
 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
Figura 10: Expresión conjunta de ILT2 en la población DC-SIGN+, seleccionada en la 

ventana R1, en muestras ABI. a) Citograma de fluorescencia mostrando los controles de 

Ig isotipo para los anticuerpos utilizados; b) Citograma de fluorescencia mostrando la 

expresión de ILT2-FITC y DC-SING-PE en la población seleccionada. 
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Como mostramos en el apartado anterior, en la ventana R1 

observamos una población positiva para ILT2, receptor NK inhibidor. El 

estudio de doble marcaje demostró la existencia de células DC-SING+ en 

muestras procedentes de ABI, con una elevada expresión para ILT2 (31.7 

±17.3 %; tabla 3) (Fig. 10). Parte de la expresión ILT2 puede deberse a 

complejos de DC y NK, sin embargo la población DC-SIGN+CD56+, 

presente en la ventana R1, se encuentra en una proporción inferior a la 

observada para DC-SIGN+ILT2+, lo que demuestra realmente la 

existencia de células DC ILT-2+ en decidua. La expresión de ILT2 ha sido 

descrita previamente en iDC [Ji et al, 2004]. La presencia de esta 

población en decidua normal podría ser debida a la existencia de un 

mecanismo de tolerancia materno-fetal que impediría la migración de las 

dDC hacia los nódulos linfáticos, inhibiendo su activación, o la 

protección frente a la citotoxicidad celular. 

 

 

1.2.1. Población CD14/DC-SING 

 

Al realizar el estudio del doble marcaje CD14/DC-SING 

observamos la existencia de cuatro poblaciones claramente diferenciadas 

en la ventana R1: CD14- (negativas) /DC-SING-; CD14+/DC-SING-; 

CD14+/DC-SING+ y CD14-/DC-SING+ (Fig. 11), siendo esta última la 

población mayoritaria en decidua de ABI (tabla 3).  
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Figura 11: Análisis de las subpoblaciones en función de la expresión DC-SIGN/CD14 en 

las células dendríticas, seleccionadas en la ventana R1, en muestras ABI. Estudio 

mediante citometría de flujo de la expresión de CD14 por las células DC-SING+ de 

muestras de ABI. a) población DC-SIGN-/CD14+, Monocitos (Mo); b) población DC-

SIGN-/CD14Bright, macrófagos (MO) c) población DC-SIGN+/CD14Bright (MO-DC), y DC-

SIGN+/CD14Dim (DC-MO), iDC en vías de maduración; d) población DC-SIGN+/CD14-, 

dendríticas (DC). 
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macrófagos [Engering et al, 2002]. Teniendo en cuenta esta posibilidad y 

en función de nuestros datos (Fig.11), vemos que existe una población 

CD14Dim (con una expresión de baja intensidad para este marcador) DC-
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C
D

14

DC-SING

MO

MΦ

MO-DC

DC-MO

DC

b

d

c

a



Resultados  Tesis Doctoral 

80 

población CD14Brigth (con una expresión de alta intensidad para este 

marcador) DC-SIGN- característica de los macrófagos, y la segunda daría 

lugar poblaciones sucesivas de dDC inmaduras en progresivas etapas de 

madurez: CD14BrightDC-SIGN+, que muchos autores confunden con 

macrófagos,  CD14Dim/DC-SIGN+ y CD14-/DC-SIGN+ [Shortman et al, 

2002; Dietl et al, 2006]. Se trata pues de las diferentes poblaciones que 

aparecen cuando se produce la diferenciación de monocitos hacia 

macrófagos o hacia DC. 

 

 

1.2.2. Población CD15/DC-SING 

 

 Al realizar el estudio del doble marcaje CD15/DC-SING en decidua 

de ABI, pudimos observar la existencia de tres poblaciones claramente 

diferenciadas: CD15+/DC-SING+; CD15+/DC-SING-; y CD15-/DC-

SING+ (Fig. 12). La población mayoritaria es la CD15+DC-SIGN-, 

población correspondiente a neutrófilos, mientras que las células DC-

SIGN+, que son DC, podrían expresar parte de ellas CD15, según se ha 

observado en DC asociadas a tumores (tabla 3) [Remmel et al, 2001].  
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Figura 12: Análisis de las poblaciones DC-SIGN/CD15 en la población de células 

dendríticas, seleccionada en la ventana R1, en muestras ABI. Estudio mediante 

citometría de flujo de la expresión de CD15 por las células DC-SIGN+ de muestras de 

ABI. a) población DC-SIGN-/CD15+; b) población DC-SIGN+/CD15+; c) población DC-

SIGN+/CD15-, DC, células dendríticas. 

 

 

 
1.3. Actividad fagocítica de las DC de decidua normal 

 
 

Una de las características funcionales de las iDC es la de tener una 

alta capacidad fagocítica. La capacidad fagocítica se estudió en la 

población DC-SIGN+ de las células seleccionadas. Mediante análisis de 

microscopía confocal (Fig. 13) hemos podido estudiar la capacidad 

fagocítica de las células dendríticas. Observamos que las células DC-

SIGN+ de decidua son capaces de fagocitar partículas de carboxilato 

marcadas con fluoresceína (ver material y métodos). En la Figura 13 

podemos observar con claridad la expresión de ambos marcadores, DC-
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SIGN-rojo y bolitas verdes, demostrando dicha capacidad fagocítica. El 

hecho de que presenten capacidad fagocítica junto con la positividad 

para el DC-SIGN es un claro signo de inmadurez, ya que las células DC 

maduras tienen muy disminuida esta función. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 13: Capacidad Fagocítica en la población de DC de decidua.: microfotografía de 

Microscopía confocal mostrando una célula dendrítica DC-SIGN+ (PE-rojo) y las bolitas 

de látex fluorescente (verde) fagocitadas. Las fotografías mostradas proceden de una 

muestra ABI representativa de un total de 10 muestras analizadas. 
 

 

2. Fenotipo antigénico de DC deciduales de aborto espontáneo 

 

La caracterización fenotípica de las dDC se realizó, al igual que 

para ABI, en base a la expresión del antígeno de superficie DC-SIGN y 

mediante otros marcadores de superficie utilizándose la citometría de 

flujo (tabla 4).  
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2.1. Marcaje simple mediante citometría de flujo 

 

En las dDC de aborto espontáneo (ABE) se observó una población 

de células DC-SIGN+ de un 14% aproximadamente, indicando la 

existencia de una población importante de iDC en la decidua de ABE, 

aunque inferior al que encontramos en decidua de ABI (28.2 ± 18.4 %). 

Para el resto de marcadores  analizados pudimos observar que en las 

población estudiada en la ventana R1 había, una alta expresión de 

CD11c+ y presentaban una baja expresión para CD123, marcador de 

pDC (tabla 4), lo que indicaba que las células dDC de ABE son 

principalmente de origen mieloide. 

 

El CD83 es el marcador característico de las mDC, como ya hemos 

mencionado. En el caso de las dDC de decidua de ABE se observó que la 

expresión de CD83, en la ventana R1, era prácticamente inexistente, lo 

que nos indicaba predominante la presencia de una población de iDC, 

debido a la alta expresión de DC-SIGN en comparación con la expresión 

del marcador CD83 (tabla 4). Para determinar si existía un fenotipo de 

APC en las dDC se estudiaron los antígenos CD80 y CD86, observándose 

que en las células de decidua de ABE, en la ventana R1, existía expresión 

de estos marcadores de forma elevada (33.9 ± 10.9 % para CD80, 27.8 ± 

10.5 % para CD86; tabla 4).  
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Al igual que en la decidua normal, se observó la existencia de una 

baja expresión de HLA-DR (6.6 ± 3.3 %; tabla 4), indicándonos un bajo 

grado de maduración y activación de las células deciduales de ABE. 

 

El CD40 se expresa en un total de 17.9 ± 15.5 % en las dDC de 

ABE (tabla 4) situadas en la R1, lo que determinaría la presencia de una 

población considerable de células presentadoras de antígenos y el estado 

de activación de dichas células.  

 
 

Tabla 4: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos 

antígenos en la población de las células deciduales de 

primer trimestre procedentes de ABE, seleccionadas  en la 

ventana R1. 

Marcador Porcentaje Marcador Porcentaje 

CD1c 3.8 ± 2.0 CD80 33.9 ± 10.9 

CD10 3.6 ± 6.2 CD83 1.3 ± 0.9 
CD11c 27.2 ± 15.4 CD86 27.8 ± 10.5 
CD14 23.2 ± 15.6 CD123 9.3 ± 9.3 
CD15 76.1 ± 9.2 DC-SIGN 13.9 ± 9.6 
CD16 79.5 ± 10.2 HLA-DR 6.6 ± 3.3 
CD25 12.8 ± 8.4 FAS 38.6 ± 0.9 
CD40 17.9 ± 15.5 FASL 33.9 ± 9.9 
CD56 11.5 ± 11.5 ILT2 13.9 ± 13.8 
CD68 5.2 ± 4.9   

Pocentaje respecto al 100% de células seleccionadas en la 

ventana R1.  

 

 

El CD14 es un marcador que también lo encontramos expresado 

en las dDC de ABE (23.2 ± 15.6 %; tabla 4), su expresión es un índice de 
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inmadurez por parte de las DC, aunque también podría indicar la 

presencia de monocitos y macrófagos.  

 

El CD25, marcador de activación, nos permitió determinar la 

existencia de células activadas procedentes de ABE en la ventana R1, 

expresándose en un 12.8 ± 8.4 % de las células seleccionadas (tabla 4), 

al igual que ocurría con las células de ABI (tabla 2), aunque en una 

menor proporción.  

 

El CD68, como ya hemos mencionado anteriormente, participa en 

la inducción de fagocitosis, por tanto se realizó el marcaje con dicho 

antígeno para ver si en la ventana R1 existían células con este fenotipo 

que nos indicase la presencia de células con dicha capacidad fagocítica. 

Pudimos observar, aunque el CD68 se expresase débilmente (5.2 ± 4.9 %; 

tabla 4), que en la ventana R1 existían células procedentes ABE, en 

función de la expresión de este marcador, con capacidad fagocítica.  

 

Las células deciduales procedentes de decidua de ABE 

presentaban una baja expresión de CD10 (3.6 ± 6.2 %; tabla 4), 

indicándonos la baja contaminación por parte de las DSC en la ventana 

R1, al igual que ocurría con las células procedentes de ABI.  
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En la población seleccionada también observamos la expresión de 

manera elevada el CD15 (76.1 ± 9.2 %; tabla 4), lo que nos indicaba la 

existencia en la ventana R1 de una importante población de neutrófilos, 

que permanecía a pesar de que las muestras eran tratadas con gradiente 

de ficoll. 

 

El CD56, marcador característico de las células NK deciduales, se 

expresaba, al igual que en las muestra procedentes de ABI, en las células 

de la ventana R1 (11.5 ± 11.5 %; tabla 4), lo que nos revela que al igual 

que para el ABI, existen células NK en la ventana de las DC. 

 

La expresión de Fas y FasL, se observó tambien en la ventana R1 

(38.6 ± 0.9 y 33.9 ± 9.9 respectivamente; tabla 4) en las muestras de ABE, 

por tanto también existen células que pueden sufrir apoptosis e incluso 

inducir apoptosis sobre otras células. 

 

La expresión de ILT2 observada en la ventana R1 (13.9 ± 13.8 %; 

tabla 4), indica que en las muestras de ABE también existen células que 

podrían actuar protegiendo frente a la citotoxicidad celular o dando lugar 

a mecanismos de tolerancia materno-fetal. 
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Atendiendo a los resultados obtenidos en el estudio de marcaje 

simple, podemos decir que  las poblaciones de células deciduales 

situadas en la ventana R1 de ABE, son equivalentes  a las de ABI. 

 

 

2.2. Doble marcaje mediante citometría de flujo 

 

En cuanto al doble marcaje para las dDC de ABE (Fig. 14), 

encontramos resultados equivalentes a los obtenidos en las muestras de 

ABI: las células DC-SIGN+ expresaron CD11c (9 ± 7.2 %), y solo en 

menor proporción CD123 (3.7 ± 2.3 %, marcador de células linfoides), 

confirmándose así una población mayoritaria de origen mieloide en las 

dDC DC-SIGN+. A pesar de todo, y también de forma equivalente al ABI, 

el antígeno CD1c, fue expresado pobremente.  

 

La baja co-expresión por parte de las células DC-SIGN+ de HLA-DR 

(4.6 ± 2.8 %), marcador de activación y maduración de las DC, confirma 

el estado de inmadurez de estas células. Esta posibilidad es apoyada por 

la actividad fagocítica demostrada en las DC-SIGN+. Sin embargo, la baja 

expresión de CD14 y CD68 (marcadores de inmadurez), junto con la 

elevada co-expresión de CD25, CD40, CD80 y CD86, que son marcadores 

de activación y maduración, sugiere que las dDC de ABE,  al  
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igual que las de ABI, aunque inmaduras, se encuentran en distintas 

etapas de diferenciación hacia la  adurez (tabla 5). 

En este caso hemos observado la co-expresión de CD56+/DC-

SIGN+ en una menor proporción, aunque suponemos al igual que en la 

decidua normal, la existencia de complejos de células NK y dDC (tabla 5). 

 

En cuanto a la expresión de Fas y FasL en las células DC-SIGN+ 

de muestras ABE, hemos observado una menor expresión (4.52 ± 2.44 % 

para Fas y 2.44 ± 1.46 % de FasL), lo cual muestra que las células DC-

SING+ en ABE sufren menor apoptosis, debido a la baja expresión de Fas, 

y tiene menor capacidad para inducir apoptosis sobre otras células, 

debido a la baja expresión de FasL (Fig. 15). 

 

En cuanto a la expresión de ILT2 en la población de células DC-

SING+ en muestras procedentes de ABE, hemos observado una baja 

expresión (tabla 4) de dicho receptor, lo cual podría indicar una baja 

protección frente a la citotoxicidad celular (Fig.16). 

 

Teniendo en cuenta los resultados mostrados, podemos afirmar 

que las poblaciones de iDC procedentes de ABI y ABE, estudiadas en la 

ventana R1, presentan un fenotipo semejante. 
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Figura 14: Expresión conjunta de antígenos de superficie en la población de células 

dendríticas, seleccionada en la ventana R1, en muestras ABE. a) Citograma de 

fluorescencia mostrando los controles de Ig isotipo para los anticuerpos utilizados; b) 

Expresión conjunta de CD45 y CD83 en la población de células seleccionadas en la 

ventana R1; c-i) Citogramas de fluorescencia donde se muestra la expresión de DC-

SIGN y un segundo antígeno indicado, en decidua de primer trimestre procedente de 

ABE en la población seleccionada. Datos representativos seleccionados de un total de 

45 muestras ABE analizadas. 
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Figura 15: Expresión de FAS y FASL en la población DC-SIGN+, seleccionada en la 

ventana R1, en muestras ABE. a) Citograma de fluorescencia mostrando los controles de 

Ig isotipo para los anticuerpos utilizados; b) Citograma de fluorescencia mostrando la 

expresión de FASL-PE y DC-SING-FITC en la población seleccionada; c) Citograma de 

fluorescencia mostrando la expresión de FAS-FITC y DC-SING-PE en la población 

seleccionada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16: Expresión de ILT2 en la población DC-SIGN+, seleccionada en la ventana R1, 

en muestras ABE. a) Citograma de fluorescencia mostrando los controles de Ig isotipo 

para los anticuerpos utilizados; b) Citograma de fluorescencia mostrando la expresión 

de ILT2-FITC y DC-SING-PE en la población seleccionada. 
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Tabla 5: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos antígenos en las células 

DC-SIGN+ de primer trimestre procedentes de ABE situadas en la ventana R1. 

aPocentaje respecto al 100% de células seleccionadas en la ventana R1. bPocentaje 

respecto al 100% de DC-SIGN+ en la ventana R1 

 

 

2.2.1. Población CD14/DC-SING en decidua de ABE. 

 

Al realizar el estudio del doble marcaje CD14/DC-SING para dDC 

de ABE, pudimos observar la existencia, al igual que en las dDC de ABI 

situadas en la ventana R1, de cuatro poblaciones, CD14-/DC-SING-; 

CD14+/DC-SING-; CD14+/DC-SING+ y CD14-/DC-SING+ (Fig. 17), 

observándose en este caso una población mayoritaria de células CD14-

/DC-SIGN+ (tabla 5). 

Marcador Porcentajea Marcador Porcentaje 

CD1c/DC-SIGN 1.9 ± 1.3 CD45/CD56 19.8 ± 8.3 

CD11c/DC-SIGN 9.0 ± 7.2 CD45/CD83 1.4 ± 0.9 
CD14/CD56 2.9 ± 1.7 CD45/DC-SIGN 13.1 ± 8.8 
CD14+/DC-SIGN+ 9.2 ± 5.7 CD56/CD16 2.9 ± 2.4 
CD14-/DC-SIGN+ 2.7 ± 3 CD56/DC-SIGN 1 ± 0.4 
CD14+/DC-SIGN- 7.7 ± 4.4 CD68/DC-SIGN 4 ± 4.5 
CD15+/DC-SIGN+ 9.2 ± 4.4 CD80/DC-SIGN 12.3 ± 9.4 
CD15+/DC-SIGN- 72.1 ± 6.2 CD86/DC-SIGN 12.6 ± 10 
CD15-/DC-SIGN+ 4.1 ± 3.5 DC-SIGN/CD123 3.7 ± 2.3 
CD16/CD10 2.1 ± 1.6 HLA-DR/DC-SIGN 4.6 ± 2.8 
CD16/CD14 24.1 ± 17.1 HLA-G/DC-SIGN (b) 34.4 ± 28.5 
CD16/DC-SIGN 4.4 ± 2.3 DC-SIGN/FASL 2.44 ± 1.46 
CD25/DC-SIGN 10.2 ± 8.9 FAS/DC-SIGN 4.52 ± 2.44 
CD40/DC-SIGN 9.8 ± 7.8 ILT2/DC-SIGN 6.22 ± 5.68 
CD45/CD10 1.7 ± 2.3   
CD45/CD14 26.1 ± 23.5   
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Figura 17: Análisis de las poblaciones DC-SIGN/CD14, seleccionada en la ventana R1, 

en muestras ABE. Estudio mediante citometría de flujo de la expresión de CD14 por las 

células DC-SING+ de muestras de ABE. a) población DC-SIGN-/CD14+, Monocitos (Mo); 

b) población DC-SIGN-/CD14Bright, macrófagos (MO) c) población DC-SIGN+/CD14Bright 

(MO-DC), y DC-SIGN+/CD14Dim (DC-MO), iDC en vías de maduración; d) población DC-

SIGN+/CD14-, dendríticas (DC). 

 
 

2.2.2. Población CD15/DC-SING en decidua de ABE. 

 

Al realizar el estudio del doble marcaje CD15/DC-SING en decidua 

de ABE, observamos igualmente la existencia de tres poblaciones 

claramente diferenciadas, siendo estas poblaciones CD15+/DC-SING+; 

CD15+/DC-SING-; y CD15-/DC-SING+ (Fig. 18 y tabla 5). La población 

mayoritaria en la ventana R1 corresponde a neutrófilos CD15+DC-SIGN-. 
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Figura 18: Análisis de las poblaciones DC-SIGN/CD15, seleccionada en la ventana R1, 

en muestras ABE. Estudio mediante citometría de flujo de la expresión de CD15 por las 

células DC-SING+ de muestras de ABE. a) población DC-SIGN-/CD14+; b) población 

DC-SIGN+/CD15+; c) población DC-SIGN+/CD15-. 

 

 

 

3. Comparación de las DC de aborto inducido y aborto espontáneo 

 

Al comparar los marcajes simples para las poblaciones procedentes 

de ABI y ABE se pudo observar que existían diferencias estadísticamente 

significativas para los siguientes antígenos de membrana, CD25, CD40, 

CD56, CD86, FAS y DC-SING (Fig. 19, tabla 6), siendo mayores dichas 

poblaciones en las dDC obtenidas de ABI en comparación con las dDC de 

ABE. 
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Tabla 6: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos antígenos en 

células de decidua de primer trimestre procedentes de muestras de ABI y ABE 

situadas en la ventana R1.  

Marcador ABORTO INDUCIDO 
(ABI)a 

ABORTO 
ESPONTÁNEO (ABE)a P 

CD1c 3.7 ± 3.1 3.8 ± 2.0 0.974 
CD10 6.6 ± 6.3 3.6 ± 6.2 0.357 
CD11c 31.9 ± 22.9 27.2 ± 15.4 0.606 
CD14 22.7 ± 17.9 23.2 ± 15.6 0.534 
CD15 68.6 ± 7.9 76.1 ± 9.2 0.163 
CD25 35.3 ± 26.5 12.8 ± 8.4 0.0003 
CD40 40.3 ± 19.5 17.9 ± 15.5 0.0102 
CD56 27.3 ± 16.6 11.5 ± 11.5 0.008 
CD68 4.9 ± 4.6 5.2 ± 4.9 0.443 
CD80 43.2 ± 24.2 33.9 ± 10.9 0.485 
CD83 3.2 ± 4.3 1.3 ± 0.9 0.223 
CD86 70.1 ± 11.1 27.8 ± 10.5 0.0001 
CD123 7.1 ± 5.9 9.3 ± 9.3 0.719 
DC-SIGN 28.3 ± 18.4 13.9 ± 9.6 0.01 
HLA-DR 5.0 ± 1.1 6.6 ± 3.3 0.264 
FAS 61.1 ± 13.87 38.6 ± 0.9 0.170 
FASL 48.48 ± 15.81 33.98 ± 9.99 0.630 
ILT2 26.8 ± 20.68 13.9 ± 13.8 0.186 

aPocentaje respecto al 100% de células seleccionadas en la ventana R1.  

 

 

 

En cuanto a los dobles marcajes con DC-SIGN, pudimos ver que 

existían diferencias estadísticamente significativas entre las dDC 

procedentes de ABI y dDC de ABE en la expresión de CD11c, CD14, 

CD25, CD40, Fas, FasL, ILT2 y HLA-DR presentando una p<0,05 (Fig. 20 

y tabla 7). Siendo en todos los casos porcentajes superiores en las 

muestras de  ABI, lo cual es lógico si tenemos en cuenta que en decidua 

normal encotramos una población mayor de dDC DC-SIGN+ que en ABE 

(Fig. 19 y tabla 6).   
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Figura 19: Análisis de las poblaciones presentes, seleccionadas en la ventana R1, en 

muestras ABE y ABI. Estudio estadístico sobre la expresión de distintos antígenos en 

células de decidua de primer trimestre procedentes de muestras de ABI (barras blancas) 

y ABE (barras negras) situadas en la ventana R1. **p <0.01,* **p <0.001.  
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observábamos que el porcentaje de células DC-SIGN+ es superior en ABI 

que en ABE. En cuanto a las porcentajes de las células CD14+/DC-

SIGN+ y CD14+/DC-SIGN-, se ha visto que son superiores en decidua de 

ABE en comparación con la de ABI (Fig. 21 y tabla 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
Figura 20: Análisis de la expresión de varios antígenos en la población DC-SIGN+, 

seleccionada en la ventana R1, en muestras ABI y ABE. Estudio estadístico sobre la 

expresión de distintos antígenos en células DC-SIGN+ de decidua de primer trimestre 

procedentes de muestras de ABI (barras blancas) y ABE (barras negras) situadas en la 

ventana R1. * p <0.05, **p <0.01,* **p <0.001.  
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Tabla 7: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos antígenos en las células 

DC-SIGN+ de primer trimestre procedentes de muestras de ABI y ABE situadas en la 

ventana R1.  

Marcador ABI ABE P 

CD1c/DC-SIGN 1.2±1.3 1.9±1.3 0.498 
CD11c/DC-SIGN 17.4± 10.3 9.0±7.2 0.049 

CD14/CD56 7.6±7.1 2.9±1.7 0.326 

CD14+/DC-SIGN+ 4.1±2.1 9.2±5.7 0.021 
CD14-/DC-SIGN+ 25.2±20.6 2.7±3 0.003 
CD14+/DC-SIGN- 3.6±3.9 7.7±4.4 0.05 
CD15+/DC-SIGN+ 6.1±4.7 9.2±4.4 0.521 

CD15+/DC-SIGN- 68.9±15.5 72.1±6.2 0.757 

CD15-/DC-SIGN+ 4±3.1 4.1±3.5 0.972 

CD16/CD10 2.0±1.4 2.1±1.6 0.991 

CD16/CD14 7.7±8.7 24.1±17.1 0.213 

CD16/DC-SIGN 3.6±1.9 4.4±2.3 0.900 

CD25/DC-SIGN 23.6±13.9 10.2±8.9 0.0004 

CD40/DC-SIGN 22.9±11.4 9.8±7.8 0.006 

CD45/CD10 0.5±0.6 1.7±2.3 0.509 

CD45/CD14 28.7±15.9 26.1±23.5 0.156 

CD45/CD56 35.9±14.1 19.8±8.3 0.025 
CD45/CD83 1.3±1.2 1.4±0.9 0.859 

CD45/DC-SIGN 24.4±14.7 13.1±8.8 0.139 

CD56/CD16 3.7±3.3 2.9±2.4 0.337 

CD56/DC-SIGN 11.4±13.4 1±0.4 0.617 

CD68/DC-SIGN 2.4±2.2 4±4.5 0.954 

CD80/DC-SIGN 23.2±17.4 12.3±9.4 0.244 

CD86/DC-SIGN 19.3±13.4 12.6±10 0.418 

DC-SIGN/CD123 5.3±4.7 3.7±2.3 0.673 

HLA-DR/DC-SIGN 2.1±1.1 4.6±2.8 0.031 

HLA-G/DC-SIGN(*) 28.5±27.8 34.4±28.5 0.721 

FAS/DC-SIGN 32.01±14.45 4.52±2.44 0.0024 
FASL/DC-SIGN 28.23±10.25 2.44±1.46 0.0004 
ILT2/DC-SIGN 31.67±17.25 6.22±5.68 0.0019 
(*): Población referida al 100% de células DC-SIGN+ 
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Figura 21: Análisis de las subpoblaciones CD14/DC-SIGN en muestras de ABI y ABE. 

Estudio comparativo sobre las subpoblaciones CD14+DC-SIGN+, CD14+DC-SIGN-, 

CD14-DC-SIGN+ de muestras procedentes ABI (barras blancas) y ABE (barras negras) 

situadas en la ventana R1. *  p <0.05. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Análisis de las subpoblaciones CD15/DC-SIGN en muestras de ABI y ABE. 

Estudio comparativo sobre las subpoblaciones CD15+DC-SIGN+, CD15+DC-SIGN-, 

CD15-DC-SIGN+ de muestras procedentes de ABI (barras blancas) y de ABE (barras 

negras) situadas en la ventana R1. 
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En el caso de la expresión de CD15/DC-SIGN, no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas para ninguna de las 

poblaciones procedentes de ABI y ABE en la ventana R1 (Fig. 22). 

 

 

 

4. Fenotipo antigénico de las DC de placenta a término. 

 

4.1 Marcaje simple mediante citometría de flujo 

 

En las muestras de decidua procedentes de placenta se observó 

también la existencia de una población de células DC-SIGN+, de un 14% 

aproximadamente (tabla 8), que nos indicaba la presencia de una 

población de iDC, lo que quedó confirmado por la baja expresión del 

marcador CD83 (2.2 ± 2.6 %), marcador de mDC (tabla 8). Al igual que 

para las dDC de ABI y ABE los marcadores estudiados fueron CD11c, 

CD14, CD15, CD25, CD40 y CD56 (tabla 8). 

 

Las células deciduales de placenta que se encontraban en la 

ventana R1, expresaban CD11c (16.2 ± 10.9 %), lo que mostraba la 

presencia de células de origen mieloide para las DC estudiadas. Ahora 

bien, en la muestras de placenta se ha observado una mayor expresión 

de CD123 (17.4 ± 9.5 %), marcador característico de las pDC, aunque 
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este antígeno también es expresado por macrófagos y monocitos en vías 

de diferenciación [Shortman et al, 2002]. En cuanto a la expresión de 

CD25 y CD40, marcadores de activación y maduración, nos indica la 

existencia de células de placenta que se encuentran activadas y 

posiblemente en vías de maduración. 

 

En las muestras de placenta para la región R1 mostró la expresión 

de CD56, lo que nos demostraba la existencia igualmente de células NK 

en las células seleccionadas. La elevada expresión de CD15, sugiere la 

existencia de neutrófilos en la ventana R1, de la misma manera que 

ocurría para el ABI y el ABE. Por otro lado, observamos la expresión de 

marcadores como HLA-DR, que nos indica, no sólo la existencia de un 

estado de madurez y activación de las células de la ventana R1, sino 

también la posible existencia de macrófagos. 

 

Tabla 8: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos 

antígenos en la población de las células deciduales de decidua 

a término en la ventana R1. 

 

 

Pocentaje respecto al 

100% de células 

seleccionadas en la 

ventana R1. 

 

 

Marcador Porcentaje Marcador Porcentaje 

CD1c 14.9 ± 12.9 CD45 82.5 ± 6.4 
CD10 16.1 ± 3.3 CD56 18.3 ± 7.3 
CD11c 16.2 ± 10.9 CD68 7.2 ± 3.9 
CD14 24.7 ± 4.6 CD83 2.3 ± 2.6 
CD15 71.9 ± 14 CD123 17.4 ± 9.5 
CD16 42.1 ± 4.9 HLA-DR 15.8 ± 7 
CD25 11.1 ± 3.9 DC-SIGN-FITC 11.4 ± 4.4 
CD40 20.2 ± 3.2 DC-SIGN-PE 13.9 ± 8.1 
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4.2 Doble marcaje mediante citometría de flujo 

 

La co-expresión (Fig. 23) de las células DC-SIGN+ con el CD11c, 

nos indicó el origen mieloide de las DC DC-SIGN+ de placenta. Sin 

embargo, al contrario que en la decidua de primer trimestre, 

encontramos una población significativa de células DC-SIGN+ que co-

expresaban CD123. Este resultado hace pensar en la existencia de DC 

plasmocitoides que coexistirían en decidua de placenta junto a DC 

mieloides. Otra posibilidad es que se trate de macrófagos o incluso de 

monocitos en vías de diferenciación hacia DC mieloides. La co-expresión 

por parte de las células DC-SIGN+ de CD68, marcador de fagocitosis, es 

un signo más de inmadurez. Por otra parte expresión de HLA-DR, 

marcador de maduración y activación, nos lleva a concluir que aunque 

las DC mayoritarias en placenta, como ocurre en las iDC de ABI y ABE, 

se encuentran en estadios intermedios de maduración. Hecho que se 

confirma en la expresión de CD25 y CD40 en las células DC-SIGN+ de 

placenta, ya que este no se corresponde con el 100% de la población DC-

SIGN+.  

 

También  se ha podido observar la co-expresión de CD56, 

indicando que en la decidua de placenta a término existen complejos 

entre las DC y las NK, al igual que en ABI y ABE (Fig. 23 y tabla 9). 
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Figura 23: Expresión conjunta de antígenos de superficie población de células 

dendríticas, seleccionada en la ventana R1, en muestras de placenta. a) Citograma de 

fluorescencia mostrando los controles de Ig isotipo para los anticuerpos utilizados; b) 

Expresión conjunta de CD16 y CD56 en la población de células seleccionadas en la 

ventana R1; c-k) Citogramas de fluorescencia donde se muestra la expresión de DC-

SIGN y un segundo antígeno indicado, en decidua de placenta a término en la población 

seleccionada. Datos representativos seleccionados de un total de 9 muestras de 

placenta analizadas. 
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Tabla 9: Análisis estadístico sobre la expresión 

de distintos antígenos en las células DC-SIGN+ 

procedentes de decidua a término situadas en 

la ventana R1. 

Marcador Porcentajea 

CD1c/DC-SIGN 2.2 ± 1.6 
CD11c/DC-SIGN 5.4 ± 4.5 
CD14/DC-SIGN 7.5 ± 0.1 
CD25/DC-SIGN 7.3 ± 2.6 
CD40/DC-SIGN 10.4 ± 2.4 
CD45/DC-SIGN 10.8 ± 4.4 
CD68/DC-SIGN 6 ± 3 
HLA-DR/DC-SIGN 4.6 ± 1.6 
CD56/ DC-SIGN 11.4 ± 4.9 
CD123/ DC-SIGN 7.4 ± 2.9 
CD45/CD83 0.8 ± 1.1 
CD56/CD16 11.5 ± 3.6 

aPorcentaje respecto al 100% de células 

seleccionadas en la ventana R1. 
 

 

 

5. Comparación de las DC de placenta respecto a aborto inducido y 

aborto espontáneo. 

 

El estudio de las poblaciones de DC en decidua de placenta a 

término mostró diferencias con respecto a esta población en decidua de 

primer trimestre. Al comparar la población de dDC procedente de las 

distintas muestras objeto de estudios pudimos observar, para el marcaje 

simple, que existían diferencias estadísticamente significativa para CD25, 
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DC-SIGN entre las células de placenta respecto a ABI, existiendo una 

población de células iDC superior en ABI (28.4 ± 18.4 %) en comparación 

con la placenta (13.9 ± 8.1 %; tabla 10).  

  

Teniendo en cuenta que la decidua de tercer trimestre es una 

decidua a término, sería lógico pensar que la población celular de iDC se 

va a ver disminuida debido a que esas células ya no estarían ejerciendo 

un papel fundamental a la hora de la tolerancia o inmunoactivación 

materno-fetal. El descenso en la expresión de CD25 podría estar 

relacionado con el hecho de que una vez terminado en embarazo no es 

necesaria la presencia de células activadas para llevar a cabo funciones 

inmunológicas. 

 

También se ha podido ver diferencias para CD10 de placenta 

respecto al ABE (Fig.24 y tabla 10,), lo que podría indicar que existe una 

mayor contaminación en cuanto a la población DSC en la preparación. 
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Tabla 10: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos antígenos en las células de 

decidua a término con muestras de ABI y ABE en la ventana R1. 

Marcador ABIa ABEa PLACENTAa PABI/PLAb PABE/PLAc 

CD1c 3.7 ± 3.1 3.8 ± 2.0 14.9 ± 12.9 0.09 0.126 
CD10 6.6 ± 6.3 3.6 ± 6.2 16.1 ± 3.3 0.095 0.02 
CD11c 31.9 ± 22.9 23.2 ± 15.4 12.6 ± 10.9 0.290 0.276 
CD14 22.7 ± 17.9 27.4 ± 15.6 24.7 ± 4.6 0.812 0.949 
CD15 68.6 ± 7.9 76.1 ± 9.2 71.9 ± 14 0.605 0.582 
CD25 35.3 ± 26.5 12.8 ± 8.4 11.1 ± 3.9 0.017 0.295 
CD40 40.3 ± 19.5 17.9 ± 15.5 20.2 ± 3.2 0.119 0.802 
CD56 27.3 ± 16.6 11.5 ± 11.5 18.3 ± 7.3 0.156 0.159 
CD68 4.9 ± 4.6 5.2 ± 4.9 7.2 ± 3.9 0.382 0.754 
CD83 3.2 ± 4.3 1.3 ± 0.9 2.9 ± 2.6 0.431 0.119 
DC-SIGN 28.3 ± 18.4 13.9 ± 9.6 13.9 ± 8.1 0.05 0.994 
HLA-DR 5.0 ± 1.1 6.6 ± 3.3 15.8 ± 7 0.002 0.011 

aPorcentaje respecto al 100% de células seleccionadas en la ventana R1. bp entre 

placenta y ABI; cp entre placenta y ABE. 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 24: Análisis de las poblaciones presentes en la células dendríticas, seleccionada 

en la ventana R1, en muestras de decidua a término, ABE y ABI. Estudio estadístico 

sobre la expresión de distintos antígenos en células de decidua de muestras decidua a 

término (barras rayadas, ABI (barras blancas) y ABE (barras negras) situadas en la 

ventana R1. *p <0.05.  
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 En cuanto a las iDC DC-SIGN+ se observó, mediante doble 

marcaje, que existían diferencias respecto a las distintas subpoblaciones 

analizadas en placenta respecto a ABI, como eran la expresión de CD14, 

CD25, CD56, CD68 y HLA-DR, y diferencias en la expresión de CD56 y 

CD68 respecto a ABE (Fig. 25 y tabla 11). 

 
 

Tabla 11: Análisis estadístico sobre la expresión de distintos antígenos en las células 

DC-SIGN+ de decidua de tercer trimestre en comparación con muestras ABI y ABE 

situadas en la ventana R1.  

aPorcentaje respecto al 100% de células seleccionadas en la ventana R1. bp entre 

placenta y ABI; cp entre placenta y ABE. 

 

 

Marcador ABIa ABEa PLACENTAa PABI/PLAb PABE/PLAc 

CD1c/DC-SIGN 1.2 ± 1.3 1.9 ± 1.3 2.2 ± 1.6 0.832 0.478 

CD11c/DC-SIGN 17.4 ± 10.3 9.0 ± 7.2 5.4 ± 4.5 0.425 0.09 

CD14/DC-SIGN 3.6 ± 2.1 9.2 ± 5.7 7.5 ± 0.1 0.690 0.006 

CD25/DC-SIGN 23.6 ± 13.9 8.1 ± 8.9 7.3 ± 2.6 0.753 0.018 

CD40/DC-SIGN 22.9 ± 11.4 9.8 ± 7.8 10.4 ± 2.4 0.89 0.101 

CD45/CD83 1.3 ± 1.2 1.4 ± 0.9 0.8 ± 1.1 0.48 0.737 

CD45/DC-SIGN 24.4 ± 14.7 13.1 ± 8.8 10.8 ± 4.4 0.691 0.198 

CD56/CD16 3.7 ± 3.3 2.9 ± 2.4 11.5 ± 3.6 0.0003 0.04 

CD56/DC-SIGN 11.4 ± 13.4 1 ± 0.4 11.4 ± 4.9 0.006 0.003 

CD68/DC-SIGN 2.4 ± 2.2 2.3 ± 4.5 6 ± 3.1 0.03 0.05 

CD123/DC-SIGN 5.3 ± 4.7 3.7 ± 2.3 7.4 ± 2.9 0.159 0.432 

HLA-DR/DC-SIGN 2.1 ± 1.1 4.6 ± 2.8 4.6 ± 1.6 0.987 0.005 
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Figura 25: Análisis de la expresión de varios antígenos en la población DC-SIGN+ en 

muestras de decidua a término, ABE y ABI. Estudio estadístico sobre la expresión de 

distintos antígenos en células DC-SIGN+ de decidua a término (barras rayadas) en 

comparación con muestras ABI (barras blancas) y ABE (barras negras) situadas en la 

ventana R1. * p <0.05. 
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ESTUDIO DE COMPLEJOS 

 

1. Estudio de la población CD56/DC-SING 

 

Al realizar el análisis del marcador CD56 en la ventana de células 

seleccionadas mediante citometría de flujo pudimos observar la 

existencia de una población de células DC-SIGN+ que eran positivas para 

el antígeno CD56 (Fig. 8 y tabla 3). El hecho sugería la formación de 

inmunocomplejos de células CD56+/DC-SIGN+, ya que no se esperaba 

expresión de CD56 en células iDC. Quisimos por tanto confirmar esta 

hipótesis mediante el análisis de las muestras por inmunohistoquímica y 

microscopía confocal. Estos experimentos demostraron que el doble 

marcaje era realmente debido a la formación de agregados entre las 

células dendríticas DC-SIGN+ y las células NK deciduales CD56+ (Fig. 26 

y Fig. 27).  

 

El análisis estadístico de las poblaciones de DC reveló que la 

proporción de complejos celulares DC-SIGN+/CD56+ es superior en ABI 

que en ABE, aunque los resultados no fueron estadísticamente 

significativos (11.4 ± 13.4 % y 1 ± 0.4 % respectivamente; p=0.617) (Fig. 

28).  
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Figura 26: Estudio mediante inmunohistoquímica de complejos CD56+/DC-SIGN+. Las 

células fueron marcadas en cortes histológicos de decidua con el anticuerpo DC-SIGN 

marcado con DAB (marrón) y células CD56 marcadas con Histogreen (azul), 

observándose co-localización de las células CD56+ y DC-SIGN+ que confirman la 

existencia de complejos entre células NK y iDC en decida de primer trimestre (aumentos 

20X). Datos representativos seleccionados de un total de 10 muestras de ABI analizadas. 

 

 

 

Este análisis además demostró, en algunos de estos complejos que 

fueron visualizados por microscopía óptica, que las DC presentaban un 

“aspecto en ebullición”, semejante al que presentan de células en 

apoptosis (resultados no mostrados). Teniendo en cuenta que las DC de 

decidua expresaban las moléculas FAS y FASL, llevamos a cabo un 

estudio sobre apoptosis en los complejos CD56/DC-SING, que se expone 

en el siguiente apartado. 
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Figura 27: Estudio mediante microscopía confocal de complejos CD56+/DC-SIGN+ en 

células de decidua de primer trimestre. Las células de decidua fueron marcadas con el 

anticuerpo DC-SIGN (PE-rojo) y células CD56 (FITC-verde), observándose que las 

células que expresan CD56-verde aparecen asociadas a células DC-SIGN-rojo, que 

confirman la existencia de complejos entre celulas NK y iDC en decida de primer 

trimestre (aumentos 60X). Datos representativos seleccionados de un total de 3 

muestras de ABI analizadas. 
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Figura 28: Análisis mediante citometría de flujo de las subpoblaciones CD56/DC-SIGN 

seleccionadas en la ventana R1, en muestras en muestras ABI y ABE. Estudio 

comparativo sobre las subpoblaciones CD56+DC-SIGN+ de muestras procedentes de 

ABI (barras blancas) y de ABE (barras negras) situadas en la ventana R1. 

 

 

 

2. Estudio de Apoptosis en los complejos CD56+/DC-SIGN+ 

 

Los datos morfológicos de microscopia sugerían que las NK podían 

estar induciendo la muerte de las DC mediante apoptosis, por lo que 

estudiamos la presencia de células en apoptosis en los complejos DC-NK 

mediante distintas técnicas. 
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Tabla 12: Estudio sobre la proporción de células DC-SIGN+ en 

apoptosis detectadas mediante marcaje con Anexina-V situadas en 

la ventana R1 en muestras de ABI.  

ABIa % DC-SING+ % DC-SING+/ANEXINA+ 

1A 43 22.8 
3A 32.5 22.8 
4A 49.2 4.3 
5A 61.7 3.7 

a muestra de aborto analizadas; b Porcentaje respecto al 100% de 

células seleccionadas en la ventana R1 

 

 

2.1 Estudio mediante Anexina-V 

 

 Para determinar si existía la inducción de apoptosis en las células 

DC-SIGN en la decidua, marcamos la población DC-SIGN+, con Anexina-

V-FITC, utilizada para detectar la apoptosis temprana. La Anexina-V se 

une a la fosfatidilserina expresada por las células en apoptosis. Se 

observó la existencia de una población Anexina-V+/DC-SIGN+ en ABI 

(tabla 12 y Fig. 29). Este hecho nos sugería que parte de las iDC de 

decidua se encontrarían en apoptosis. 

 

Dado que las células dendríticas forman complejos con las células 

NK deciduales, cabía la posibilidad de que la Anexina-V+ detectada 

mediante citometría de flujo procedieran de células NK. Así pues, 

estudiamos también el marcaje con Anexina-V en las población de 

células CD56+ en la ventana de las DC (R1) y observamos que también 
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existía doble positividad Anexina-V/CD56 (Fig. 30), lo que nos indicaría 

la existencia de células NK en apoptosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 29: Detección de células DC-SIGN+ en apoptosis de muestras ABI en la población 

de células seleccionadas en R1 por citometría de flujo. a) Citograma de fluorescencia 

mostrando el control de Ig isotipo rojo y sin marcar con AnexinaV-FTIC; b) Citograma de 

fluorescencia mostrando la expresión de DC-SIGN-PE y Anexina-V-FITC en la población 

seleccionada.   

 
 

 

Ahora bien, al estudiar dichas células NK en la ventana de los 

linfocitos se vio que no existía doble positividad Anexina-V/CD56 (Fig. 

31). Este hecho sugiere que si bien las NK de la ventana de las DC 

pueden encontrarse en apoptosis, la apoptosis observada en los 

complejos correspondía principalmente a las iDC con las que las NK 

forman complejos.  
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Figura 30: Detección de células CD56+ en apoptosis de muestras ABI en la población de 

células seleccionadas en R1 por citometria de flujo. a) Citograma de fluorescencia 

mostrando el control de Ig isotipo rojo y sin marcar con AnexinaV-FTIC b) Citograma de 

fluorescencia mostrando el marcaje simple de Anexina-V-FITC; c) Citograma de 

fluorescencia mostrando la expresión de CD56+; d) Citograma de fluorescencia 

mostrando la expresión de a de CD56+ y el marcaje con Anexina-V-FITC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Detección de células CD56+ en apoptosis de muestras ABI, seleccionadas en 

la ventana de linfocitos R2, por citometria de flujo. a) Citograma de dispersión en el que 
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se muestra la región R2, donde se encuentran los linfocitos deciduales seleccionados; b) 

Citograma de fluorescencia mostrando el control de Ig isotipo rojo y sin marcar con 

AnexinaV-FTIC; c) Citograma de fluorescencia control mostrando el marcaje simple 

CD56+; d) Citograma de fluorescencia control mostrando la expresión de Anexina-V-

FITC; e) Citograma de fluorescencia mostrando la expresión de CD56+ y el marcaje con 

Anexina-V-FITC. 

 
 

 

2.2 Estudio de la apotosis con la técnica TUNEL mediante citometría 

de flujo. 

 

La técnica del túnel se utiliza para detectar apoptosis tardía 

mediante la incorporación de nucleótidos marcados al DNA fraccionado. 

Pudimos así observar la existencia de una población apoptótica 

TUNEL+/DC-SIGN+ (Fig. 32) y TUNEL+/CD56+ (Fig. 33) en la ventana 

R1 en la decidua normal. Al igual que en el estudio con Anexina-V, esto 

podría indicar, que las células en apoptosis podían ser tanto las DC, 

como las NK o ambas. El estudio del TUNEL de las células CD56+ en la 

ventana de los linfocitos, ventana R2, demostró nuevamente que la NK 

apoptóticas (TUNEL+/CD56+) eran casi inexistentes (Fig. 33d), lo que 

nos sugería que la apoptosis observada en la ventana R1 de DC es 

debida principalmente a las DC-SIGN+.  
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 Al comparar las poblaciones DC-SIGN+/TUNEL+ de ABI y ABE se 

observó  que una mayor proporción de estas células en ABI, aunque sin 

diferencia significativa (Fig. 34).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
Figura 32: Determinación mediante citometría de flujo del porcentaje de células DC-

SING+ que son TUNEL+ en decidua de ABI de la población seleccionada en R1. a) 

Citograma de fluorescencia mostrando el control de Ig isotipo para la fluorescencia roja 

y sin marcar DNA con TUNEL; b) citograma control donde se muestra la población de 

células en apoptosis (TUNEL+) y el control isotipo para la fluorescencia roja; c) 

citograma control para DC-SING+ y sin marcar el DNA con TUNEL; d) doble marcaje de 

la  población de células en R1 para DC-SING y TUNEL. 
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Figura 33: Determinación mediante citometría de flujo de la población de células CD56+  

que son TUNEL+ en muestras decidua de ABI. a) Citograma de fluorescencia mostrando 

el control de Ig isotipo para la fluorescencia roja y sin marcar DNA con TUNEL; b) 

citograma control donde se muestra la población de células en apoptosis (TUNEL+) en la 

ventana R1 y el control isotipo para la fluorescencia roja; c) citograma control para 

CD56+ y sin marcar el DNA con TUNEL, d) Doble marcaje de la  población de células en 

R2 para CD56 y TUNEL. 

 

C
TR

L

CTRL

C
TR

L

TUNEL

C
D

56

TUNEL TUNEL

C
D

56

a

b

c

d



Resultados  Tesis Doctoral 

118 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Comparación de las poblaciones de células DC-SIGN+/TUNEL+ procedente de ABI y 

ABE seleccionadas en R1 por citometría de flujo. Análisis comparativo de las células DC-SIGN 

(rojo) y las células en opoptosis (TUNEL-verde) en muestras procedentes de decidua de ABI 

(blanco) y ABE (negro) mediante citometría de flujo en la población seleccionada con la ventana 

R1. 

 

 

2.3 Estudio de la apotosis con la técnica TUNEL mediante fluorescencia 
 

 

Con objeto de dilucidar que células de los inmunocomplejos 

NK/DC sufrían apoptosis, analizamos mediante microcopia de 

fluorescencia y confocal las muestras de decidua utilizando la técnica 

TUNEL. En la figura 35 podemos ver la existencia de apoptosis en 

decidua de ABI (a) y ABE (b). Figura localizada en la región perivascular 

para el marcaje de TÚNEL. Como describíamos en el apartado anterior 
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esta localización perivascular es característica de las iDC en decidua (Fig. 

5b). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35: Detección de las células en apoptosis en cortes histológicos de decidua 

mediante la técnica TUNEL. Detección de DNA con DAPI (azul) y DNA fragmentado 

(verde) con la técnica TUNEL en cortes de decidua. a) cortes de decidua de ABI; b) cortes 

de decidua de ABE. Datos representativos de un total de 10 muestras de ABI y 10 

muestras de ABE analizadas. (Aumentos 10X) 

 
 

Para confirmar el tipo de célula (DC o NK) que se encontraba en 

apoptosis, las DC se purificaron mediante citometría de flujo, sorter, en 

función de la expresión de DC-SIGN-PE, obteniendo un grado de pureza 

entre el 80-95%. Las DC-SIGN+ purificadas fueron posteriormente 

marcadas con la técnica del TUNEL y analizadas mediante microscopía 

confocal (Fig. 36).  En la Figura 37 se observa con claridad la existencia 

de los núcleos apoptóticos en las DC-SING+, confirmado la apoptosis de 

las células dendríticas de decidua. Dicha apoptosis también ha podido 

ser observada mediante inmunohistoquímica (Fig. 38). 

 

ba
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Figura 36: Detección de apoptosis en células DC-SIGN+ purificadas con “sorter” y 

marcadas con TUNEL. Microfotografias de microscopia confocal mostrando el marcaje de 

núcleos apoptóticos (verde) con la técnica TUNEL de células DC-SIGN+ purificadas de 

muestras decidua ABI. Datos seleccionados  de un total de 3 muestras analizadas 

(aumentos 60X).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: Estudio mediante inmunohistoquímica de DC-SIGN+ en apoptosis. Las células 

fueron marcadas en cortes histológicos de decidua con el anticuerpo DC-SIGN marcado 

con VIP (rosa), observándose doble marcaje TUNEL+ (marrón) confirmando la existencia 

de células iDC en apoptosis en decida de primer trimestre, a) aumentos 20X; y 

b)aumentos 100X. Datos representativos seleccionados de un total de 3 muestras de 

ABI analizadas. 
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Figura 38: Detección de apoptosis en células DC-SIGN+ purificadas con “sorter” y 

marcadas con TUNEL. Microfotografias de microscopia confocal mostrando, marcaje de 

fragmentos de DNA (verde) con la técnica TUNEL de células DC-SIGN+ (rojo) purificadas 

de muestras decidua ABI. a-c) microfotografia confocal (mostrando solo un plano de 

corte) de la células DC-SIGN+. d-g) Microscopia confoca (suma de todos los planos de 

corte) de células DC-SIGN+ TUNEL+, la colocalización verde/rojo se observa en amarillo. 

Datos seleccionados  de un total de 3 muestras analizadas (aumentos 60X).  
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2.4 Tinción con DAPI de las células de la decidua 

 

La tinción de células con DAPI, que tiñe exclusivamente los 

núcleos (ver material y métodos), permite observar en microscopia 

confocal y de fluorescencia, el aspecto de los núcleos celulares, bien 

normales o formando cuerpos apoptóticos propios de células en 

apoptosis. Mediante fluorescencia sobre células purificadas con 

columnas electromagnéticas (ver Material y Métodos) y en base a la 

expresión de DC-SIGN-PE, pudimos ver la existencia de núcleos 

apoptóticos en las células DC-SING+ (Fig. 39).  

 

 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
Figura 39: Detección de núcleos apoptóticos en células DC-SIGN+ purificadas y 

marcadas con DAPI. Fotografías de microscopia fluorescencia mostrando la tinción con 

DAPI en células DC-SIGN+ (rojo) purificadas, procedentes de muestras decidua ABI. 

Datos seleccionados  de un total de 4 muestras analizadas (aumentos 60x). 
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3. Estudio de la expresión de HLA-G por las DC  

 

3.1 Expresión HLA-G en células DC-SING+ de ABI 

 

El HLA-G es una molécula no clásica perteneciente al MHC de 

clase I, su expresión es característica en el trofoblasto. Esta molécula es 

el ligando de varios receptores, tanto inhibidores como activadores, de la 

actividad citotóxica de las células NK [Valés-Gómez et al., 1999]. Al 

observar mediante doble marcaje CD56/DC-SIGN la posible existencia de 

complejos, pensamos realizar el estudio de la expresión de HLA-G por  

las dDC en la ventana R1, para explorar la posibilidad de que esta 

molécula este implicada en la interacción NK-dDC. Este estudio se ha 

analizado respecto al 100% de dDC DC-SIGN+ y no a la población total 

de la ventana R1, como se ha hecho para el resto del fenotipo con motivo 

de eliminar la positividad de HLA-G correspondiente al posible 

trofoblasto contaminante en la ventana R1. 

 

Al realizar el estudio de la expresión de HLA-G para las dDC 100% 

DC-SING+ de ABI, pudimos observar la existencia de una población HLA-

G+/DC-SING+ (Fig. 40; Tabla 3). 
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Figura 40: Expresión conjunta de HLA-G y DC-SIGN en una población de células 

dendríticas 100% DC-SIGN+, seleccionadas en la ventana R1, de muestras de ABI. a) 

Citograma control mostrando la tinción con la Ig isotipo para la fluorescencia roja (PE), 

eje de abcisas, respecto a la complejidad citoplamática, eje de ordenadas; b) Expresión 

de DC-SING-PE en la población de células seleccionadas en la ventanas R1 y la ventana 

R2, mostrada en a; c) Expresión de HLA-G-FITC y DC-SING-PE en la población de 

células seleccionadas en la ventana R1+ R2. Datos representativos seleccionados de un 

total de 3 muestras ABI analizadas. 

 

 

 

3.2 Expresión HLA-G en células DC-SING+ de ABE 

 

Al igual que para las dDC de ABI, se estudió la expresión de HLA-G 

en las dDC DC-SIGN+ de ABI en la ventana R1, debido a la existencia de 

complejos entre las células NK y dDC. Este estudio se ha analizado 
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respecto al 100% de dDC DC-SIGN+ y no a la población total de la 

ventana R1, como se ha hecho para el resto del fenotipo. 

 

En este caso el estudio de la expresión de HLA-G para las dDC 

100% DC-SING+ de ABE, pudimos observar la existencia de una 

población HLA-G+/DC-SING+ (Fig. 41; tabla 5) para las dDC de ABE. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Figura 41: Expresión conjunta de HLA-G y DC-SIGN en una población de células 

dendríticas 100% DC-SIGN+ de ABE. a) Citograma control mostrando la tinción con la Ig 

isotipo para la fluorescencia roja (PE), eje de abcisas, respecto a la complejidad 

citoplamática, eje de ordenadas; b) Expresión de DC-SING-PE en la población de células 

seleccionadas en la ventanas R1 y la ventana R2, mostrada en a; c) Expresión de HLA-

G-FITC y DC-SING-PE en la población de células seleccionadas en la ventana R1+ R2.  

Datos representativos seleccionados de un total de 3 muestras ABI analizadas. 
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Al  comparar las poblaciones de HLA-G+/DC-SIGN+ para ABI y ABE, 

pudimos observar que no existía diferencia estadísticamente significativa, 

p=0.721 (Fig. 42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: Comparación de las poblaciones de células HLA-G+/DC-SIGN+ procedente de 

ABI y ABE en la regjón R1. Análisis comparativo de las células DC-SIGN (rojo) y células 

HLA-G (verde) en muestras procedentes de decidua de ABI (blanco) y ABE (negro) 

mediante citometría de flujo en la población seleccionada con la ventana R1*R2 (100% 

DC-SIGN+). 
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DISCUSION 

 

1. Las células dendríticas de primer trimestre de embarazo son 

células mieloides en distinto grado de madurez. 

 

El DC-SIGN es un marcador característico de las iDC que se 

encuentra altamente expresado por las DC derivadas de monocitos 

[Figdor et al, 2002; Geijtenbeek et al, 2000]. Según algunos autores, el 

DC-SIGN es un marcador que también es expresado por los macrófagos 

[Soilleux et al., 2002], ahora bien, el fundamento para esta afirmación, se 

basa en la detección de este marcador en células redondeadas, sin 

morfología dendrítica, que expresan marcadores macrofágicos como el 

CD14 y el CD68. Sin embargo, estos marcadores y la morfología 

redondeada también son expresados por las DC, por lo que otros  

autores proponen que las células DC-SIGN+, mas que macrófagos, serían 

realmente precursores de las DC [Engering et al, 2002; Dietl et al, 2007]. 

Teniendo en cuenta esta posibilidad, y en función de nuestros datos en 

los que se han analizado las poblaciones de la decidua en base a la 

expresión de DC-SIGN y CD14 (Fig.11), vemos que existe una población 

CD14DimDC-SIGN- (denominada fase 0), que podría corresponder a 

monocitos con la posibilidad de seguir dos caminos distintos de 

diferenciación. La primera vía daría lugar a una población CD14BrigthDC-

SIGN- característica de los macrófagos y la segunda daría lugar a 
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poblaciones sucesivas de dDC inmaduras en progresivas etapas de 

madurez: CD14BrightDC-SIGN+ (denominada fase 1), que muchos autores 

confunden con macrófagos, pero que probablemente se trata de DC en 

mayor grado de inmadurez; células CD14DimDC-SIGN+ (denominada fase 

2), de madurez intermedia, y células CD14-DC-SIGN+ (denominada fase 

3), con un mayor grado de madurez, aunque no de madurez completa ya 

que todas estas fases de diferenciación estarían dentro de la etapa inicial 

de iDC, sin haber concluido la diferenciación completa a DC totalmente 

madura. Se trata, pues, de las diferentes poblaciones que aparecen 

cuando se produce la diferenciación de monocitos hacia macrófagos o 

hacia DC (Fig.43), aunque las células DC-SIGN+ estarían relacionadas 

con el linaje de las DC [Dietl et al, 2007]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43: Diferentes poblaciones que aparecen cuando se produce la diferenciación de 

los monocitos hacia macrófagos o células dendríticas. 
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El origen mieloide también se ha podido observar mediante el 

estudio de los antígenos CD11c y CD1c por las células DC_SIGN+. En 

base a la expresión de CD11c, nuestros datos confirman, a pesar de la 

baja expresión del CD1c (tabla 3), que las iDC estudiadas son de origen 

mieloide. Ahora bien, a pesar del origen mieloide que se ha establecido, 

hemos podido evidenciar la existencia de una población DC-SIGN+ que 

también expresa el antígeno CD123 (tabla 3). Este antígeno ha sido 

normalmente considerado como un marcador de DC de origen linfoide 

[Schmitt et al, 2007]. Sin embargo, esta co-expresión también podría ser 

indicativo de un origen mieloide ya que se ha podido ver que los 

monocitos expresan CD123 [Shortman et al, 2002]. Teniendo en cuenta 

que las dDC son células derivadas de monocitos, no es ilógico pensar que 

estas iDC, con un alto grado de inmadurez, podrían inicialmente  

expresar CD123 (tabla 3).  

Las dDC, aunque en distintas etapas de madurez, se encuentran 

predominantemente en un estado inmaduro como se ha podido 

comprobar mediante el estudio fenotípico, fundamentalmente por la baja 

expresión del marcador de madurez CD83 [Troy et al, 1998; McLellan et 

al, 1998; Ivanova et al, 2005] (Fig. 6) y la elevada capacidad fagocítica 

(Fig. 13). Ahora bien, a pesar de su fenotipo inmaduro, se ha podido 

observar que dichas células expresan marcadores que son característicos 

de las APC y asociados a un fenotipo más maduro de las DC, como son 

CD25, CD40, CD80 y CD86 (Fig.6), mientras que otros marcadores de 
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madurez como HLA-DR y el citado CD83 se encuentran solo débilmente 

expresados (Fig. 6). Estos datos aparentemente paradójicos, expresión de 

marcadores de madurez e inmadurez, confirman lo propuesto 

anteriormente, la presencia de DC en la decidua en distintas fases de 

maduración (Fig. 43). 

 

Los resultados de Kämmerer y col., [2000], coinciden con los 

nuestros. Estos autores encuentran en decidua humana de primer 

trimestre DC mieloides inmaduras y solo una pequeña proporción de DC 

maduras CD83+, no obstante consiguen diferenciar in vitro las formas de 

DC inmadura a las DC maduras CD83+.  Este proceso de diferenciación 

parece desarrollarse, al menos en parte, en la decidua, pues además de 

las subpoblaciones que comentamos más arriba y que podían suponer 

distintas etapas de diferenciación desde el monocito a las DC inmadura 

(Fig.11), la presencia de una pequeña proporción de células DC-SIGN+ 

con una débil expresión de CD83 (Fig. 7), confirma in vivo los resultados 

de Kämmerer y col., [2000]. Aunque probablemente la maduración total 

de las DC se consigue en los ganglios locales, es probable que esas 

células DC-SIGN+CD83+ representen la última etapa de maduración de 

las dDC en la decidua antes de ir hacia el ganglio. También coinciden 

nuestros resultados con los de Kämmerer y col., [2003] en la distribución 

perivascular de las células DC-SING+ identificadas mediante 

inmunohistoquímica (Fig. 5b). 
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 En función de todos estos resultados, podríamos suponer que las 

dDC inmaduras llegadas a la decidua por vía sanguínea, una vez captan 

en Ag, comenzarían a migrar hacia los nódulos linfáticos, donde como 

mDC darían lugar a la presentación del Ag a los linfocitos T. Por tanto, 

podríamos decir que las iDC deciduales se encuentran en distintas 

etapas de diferenciación hacia mDC (Fig. 44).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44: Proceso de captación, migración/maduración y presentación de antígenos por 

las células dendríticas 
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2. Presencia de otros tipos celulares en la ventana electrónica en la 

que se han analizado las células dendríticas. 

 

Mediante estudio fenotípico de las dDC en su ventana electrónica 

característica, hemos podido ver la existencia de una elevada expresión 

de CD15 (tabla 3). Parte de dicha expresión corresponde a las células 

DC-SIGN+, población CD15+DC-SIGN+,  ahora bien, como podemos ver 

en la figura 12, existe una elevada proporción de células CD15+DC-

SIGN-. Esta población no corresponde a una población de iDC, sino que 

son neutrófilos, ya que la ventana característica de los neutrófilos 

coincide con la de las dDC. 

 

 Aparte de neutrófilos, también se han detectado  células CD56+ en 

la ventana electrónica de las DC. El CD56 es el marcador característico 

de las NK, y no es expresado por las DC, lo que sugiere la existencia de 

estas células NK, que son los leucocitos más abundantes de la decidua 

de primer trimestre, en una ventana que no es la ventana característica 

de los linfocitos. Este resultado nos hizo pensar en la existencia de 

complejos de células NK con las dDC, tal y como se ha descrito por 

Kämmerer y col., [2002]. 
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3. Las células dendríticas deciduales forman complejos con las NK 

 

Los resultados publicados por Kämmerer y col., con anterioridad 

[2002], demostraban mediante inmunohistoquímica la existencia de 

complejos formados por las DC y las NK. Nosotros hemos podido 

confirmar estos resultados, no solo por inmunohistoquimica (Fig. 26), 

sino también por citometría de flujo (Fig. 8). No obstante, mediante esta 

última técnica, más sensible que la inmunohistoquímica, observamos 

claramente la presencia de células “doblemente marcadas DC-

SIGN/CD56”, pero la citometría no nos permitió discriminar si se 

trataban de complejos formados por ambos tipos celulares o si eran las 

propias células dendríticas las que expresan CD56. La microscopía 

confocal permitió observar claramente la formación complejos, ya 

sugeridos por la inmunohistoquímica, entre células dendríticas DC-

SIGN+ y células NK CD56+ (Fig. 27). 

 

 

4. Las células NK inducen apoptosis a las células dendríticas 

deciduales 

 

En los complejos DC-NK observados mediante microscopía, 

algunas de las DC mostraban una clara morfología apoptótica de “células 

en ebullición”, lo que podía sugerir, en principio, que las células NK 
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estaban induciendo apoptosis en las DC, de forma equivalente a la 

inducción de apoptosis por estas células NK en trofoblasto [Olivares et al, 

2002]. Para confirmar esta hipótesis se aplicaron distintas tecnologías de 

determinación de apoptosis. 

 

 La apoptosis fue estudiada mediante citometría de flujo, como se 

ha mencionado en el apartado de resultados, con Anexina-V (apoptosis 

temprana) y con la técnica del TUNEL (apoptosis tardía). Los complejos 

formados por las iDC y las dNK no son discriminados mediante 

citometría de flujo, por lo que la apoptosis observada tanto en las iDC 

(Fig. 29, Anexina, y 32, TUNEL)  como en las dNK (Fig. 30, Anexina-V, y 

33, TUNEL), estudiadas en la ventana electrónica característica de las 

células dendríticas, nos planteaba la duda de cual de los dos tipos 

celulares se encontraba realmente en apoptosis. Al estudiar la apoptosis 

de las células CD56+ en su ventana electrónica correspondiente 

(linfocitos), observamos que estas células no presentaban apoptosis  (Fig. 

31, Anexina-V; Fig. 33d, TUNEL). Según este dato, podemos decir que las 

dNK en apoptosis serían las que se encuentras formando complejos con, 

con las dDC.  

 

El estudio del TUNEL mediante inmunofluorescencia en cortes de 

decidua  muestra una distribución perivascular de las células positivas 

(Fig. 35),  lo que sugiere que son tratan de células iDC y no las NK la que 
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se encuentran en apoptosis, ya que esta distribución es característica de 

las DC (Fig. 5b). Estudios de doble marcaje DC-SIGN/TUNEL mediante 

inmunohistoquímica han confirmado que son estas células las que se 

encuentran en apoptosis (Fig. 37). La posterior purificación de las células 

DC-SIGN+ mediante sorter, purificación mediante la cual los complejos 

fueron eliminados, y columnas, nos permitió ver tanto por TUNEL (Fig. 

36, Fig. 38) como por DAPI (Fig. 39), respectivamente, que eran las iDC 

las que se encontraban en apoptosis. Este dato es apoyado por King y 

col., [2000] que han podido observar que las células NK expresan Bcl-2, 

un factor antiapoptótico que protegería a las NK de la apoptosis [King et 

al, 2002]. Es muy probable, por tanto, que las NK se unan a las iDC para 

inducirle apoptosis, de forma equivalente a esta actividad de las dNK 

sobre el trofoblasto [Olivares et al, 2002, Minas et al, 2007]. Por otra 

parte, se ha demostrado en otros sistemas que las NK inducen 

citotoxicidad sobre  iDC, en un proceso de edición de estas células. En la 

decidua, las NK “editarían” o regularían el proceso de maduración de las 

DC inmaduras impidiendo su desarrollo a células DC maduras y su 

emigración a los ganglios linfáticos locales para actuar como APC.  

 

 Se ha podido observar mediante estudio de Fas y FasL (tabla 2), la 

expresión de dichos marcadores en la ventana electrónica característica 

de las DC. La expresión de Fas en la ventana de las DC estaría indicando 

la existencia de células susceptibles a la apoptosis en dicha ventana, las 
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cuales podrían ser las DC. Esta idea se confirma en el fenotipo doble de 

Fas y FasL para las iDC DC-SIGN+ en su ventana electrónica 

característica (Fig. 9), donde observamos la existencia de DC que 

expresan Fas y FasL (podría ser que las que expresan FasL fueran las NK 

que forman complejos). 

 

 También se ha podido ver la expresión del receptor ILT2 por parte 

de las DC (Fig. 10). La existencia de una población DC-SIGN+ILT2+ ha 

sido previamente descrita por Ju y col., [2004], aunque aún no había 

sido observada en decidua. Esta expresión podría deberse también a la 

presencia de los inmunocomplejos, puesto que este es un receptor 

característicos de células NK. No obstante en el estudio de marcaje doble 

se observó que es mayor el porcentaje de células DC-SIGN+ILT2+ que de 

complejos DC-SIGN+CD56+, lo que demuestra la presencia real de esta 

población en la decidua. Esto podría ser indicativo de que el ILT2 de las 

iDC, se uniese al HLA-G del trofoblásto o de otros tipos celulares como 

las DSC [Blanco et al., 2007], dando lugar a una inhibición de la 

maduración o de la fagocitosis de las DC.  

 

 Existen por tanto distintos mecanismos de control de las dDC: 

edición por las NK, control a través de receptores inhibidores que 

controlan las funciones y maduración de las dDC. Estos mecanismos 

podrían ser relevantes en la tolerancia materno-fetal.  
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5. En el aborto espontáneo desciende la proporción de células 

dendríticas  

 

Al detectar DC inmaduras en la decidua normal, pensamos que en 

el ABE se detectarían DC maduras CD83+ que inducirían una respuesta 

inmunitaria frente al trofoblasto. Mediante estudio fenotípico hemos 

podido observar que frente a lo esperado inicialmente, las DC de ABE 

presentaron un fenotipo equivalente a las DC de ABI: DC inmaduras en 

distintas etapas de diferenciación. La única diferencia detectada fue la 

proporción de estas células, siendo superior en ABI respecto al ABE 

(tabla 6; Fig. 19). Ahora bien, el estudio realizado se ha basado en 

porcentajes de poblaciones, por lo que teniendo en cuenta que en la 

ventana electrónica característica de las DC, hemos observado la 

existencia de neutrófilos y células NK, tenemos que preguntarnos si ha 

habido un descenso real de la población de células DC-SIGN+ o, si lo que 

ha ocurrido es que se ha producido un aumento de las poblaciones de 

neutrófilos o NK situadas en la ventana de las DC. El hecho de no 

observar una diferencia significativa en las proporciones de neutrófilos 

CD15+DC-SIGN- (Fig. 22) en ABI con respecto ABE, podría ser un 

indicativo de un descenso real de las células DC-SIGN+ en ABE en 

comparación con las existentes en las ABI; descenso que como se 

observa en la figura 19, es paralelo al descenso de las células CD56+, 

células que como hemos comentado anteriormente forman complejos con 
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las células dendríticas. También se ha observado descensos en las 

proporciones de células que expresan antígenos asociados a DC: CD86, 

CD83, CD80, CD40, CD25, CD11c (Fig. 20). Todos estos resultados 

confirman que en el ABE se ha producido un descenso real de DC, sobre 

todo de las formas más maduras, que son las que expresan algunos de 

estos antígenos (CD25, CD40, CD80, CD83 y CD86).  

 

 No obstante, se observó que existía una población de DC, 

CD14+DC-SIGN+, cuyas proporciones eran superiores en el ABE con 

respecto al ABI (Fig. 21). Esta población, incluiría las poblaciones 

CD14BrighDC-SIGN+ (fase 1) con menor grado de madurez, y la población 

CD14DimDC-SIGN+ (fase 2) que se encontraría en un estado intermedio 

de maduración. En conclusión, en el aborto espontáneo descienden las 

iDC más maduras y se incrementan las más inmaduras. Teniendo en 

cuenta la hipótesis desarrollada por nosotros sobre la base inmunológica 

del aborto espontáneo [Olivares et al, 2002], en esta circunstancia se 

produce un estado de inmunoactivación donde existe un predominio de 

Th1. Puesto que las DC mieloides parecen estar implicadas en la 

estimulación de las Th1 [Rissoan et al, 1999], existe la posibilidad de que 

las DC de la decidua, tras las primeras etapas de madurez en la decidua, 

emigren a los ganglios locales para activar las células Th1. Este 

fenómeno estaría bloqueado en el embarazo normal porque las NK 

bloquean la diferenciación de las DC induciéndole apoptosis. Estas DC 
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apoptóticas quedarían en la decidua y de ahí su mayor proporción en 

ABI. En el aborto espontáneo, las iDC más maduras (fase 3) escaparían 

de las NK hacía los ganglios linfáticos locales para estimular a las Th1, 

produciéndose un descenso de las iDC más maduras en la decidua, pero 

quedando las más inmaduras (CD14+DC-SIGN+), que incluso pueden 

incrementarse por la diferenciación desde los monocitos (CD14+DC-

SIGN-) para compensar el descenso de las DC más maduras (CD14-DC-

SIGN+). En el ABE habría una menor actividad citotóxica de las NK sobre 

las DC, lo que les permitiría escapar (Fig. 46). Aunque nuestros datos no 

son estadísticamente significativos, si hemos podido observar una menor 

proporción de DC en apoptosis en ABE que en ABI. Probablemente la 

actividad citotóxica de las NK, que en el ABE está incrementada, se dirija 

hacía el trofoblasto [Olivares et al., 2002, Ju et al, 2007]. 

 

La mayor expresión de Fas en ABI (Fig. 19), podría coincidir con la 

hipótesis de que las DC de ABI son más susceptibles a la apoptosis. Esta 

idea se confirma en el fenotipo doble de Fas y FasL para las iDC DC-

SIGN+ en su ventana electrónica característica (Fig. 20), donde 

observamos una clara diferencia entre las DC que expresan Fas y FasL 

en ABI que ABE (podría ser que las que expresan FasL fueran las NK que 

forman complejos). 
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Figura 46: Representación de la posible repoblación de las subpoblaciones CD14/DC-

SIGN en decidua normal y de aborto espontáneo. 

 

 

 También se ha podido ver la expresión del receptor ILT2 por parte 

de las DC (Fig. 20). La mayor proporción de DC que expresan ILT2 en 

ABI respecto al ABE, podría ser indicativo de un fenómeno adicional de 

inhibición de las DC en la decidua normal. Este receptor en contacto con 

HLA-G del trofoblasto o de las DSC [Blanco et al., 2007] inhibiría las 

funciones de las DC o su proceso de diferenciación, mientras que las DC 

del ABE, al expresar menos ILT2, estarían menos inhibidas y progresaría 
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su diferenciación y su emigración a los ganglios linfáticos locales para 

activar a las células Th1.   

 

 

6. Placenta 

 

Al estudiar la decidua de la placenta a término, hemos podido 

observar  una mayor proporción de CD10+ en comparación con la 

decidua normal de primer trimeste y de aborto espontáneo (Fig. 24), lo 

que sería indicativo de una mayor contaminación por parte de las células 

DSC, células que se caracterizan por la expresión de este antígeno. La 

población correspondiente a los neutrófilos, CD15+, no varía 

significativamente. 

 

 En la placenta a término, en comparación con decidua normal de 

primer trimestre, hay una baja proporción de DC-SIGN+, lo que se puede 

observar también con los antígenos CD25 y CD40, marcadores de 

maduración. También hay una menor población de CD56 aunque está 

diferencia no es significativa (Fig. 24). Esto puede ser indicativo de una 

disminución de complejos DC/NK en decidua a termino. De hecho, 

nuestro grupo ha observado una menor proporción de células NK CD56+ 

en decidua a termino (~30%), que en decidua de primer trimestre (~70%) 

[Abadía-Molina et al, 1996, Olivares et al, 2002]. 
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 No obstante, se ha podido ver que en decidua a término existe un 

aumento de la población CD14+DC-SIGN+ (Fig. 25), que incluyen a las 

fases más inmaduras de las dDC: CD14brightDC-SIGN+ (fase 1) y 

CD14dimDC-SIGN+ (fase 2), respecto a las poblaciones encontradas en 

ABI. Paradójicamente la población DC más madura CD14-DC-SIGN+ 

(fase 3) es menor en placenta que en ABI (Fig. 25). El descenso de las 

formas más maduras de dDC en la decidua a término viene  apoyado por 

la menor expresión de CD25 y CD40, marcadores de activación y 

maduración. Por tanto, en decidua a término ocurre igual que en el 

aborto espontáneo: hay un descenso de las DC más maduras y un 

incremento de la DC más inmaduras. Otro indicativo de inmadurez para 

las células DC-SIGN+ en la decidua a término, sería la expresión de 

CD123. Como podemos ver en la Figura 25, el CD123 presenta una 

mayor expresión en placenta. Teniendo en cuenta que el CD123 es un 

antígeno que se expresa en monocitos (CD14dimDC-SIGN-) [Shortman et 

al, 2002], es probable que también lo haga en las DC en las primeras 

fases de madurez. Podríamos pensar que el aumento de las poblaciones 

en fase 1 y fase 2 (procedentes de la diferenciación de monocitos) se 

produciría para dar lugar a una “repoblación” de las dDC en fase 3, que 

se encontrarían en menor porcentaje.  

 

Al igual que lo comentado anteriormente en el aborto espontáneo, 

el descenso de células DC más maduras en la decidua a término podría 



Tesis Doctoral  Discusión 

143 

suponer una emigración de estas células a los ganglios locales para 

iniciar la activación de células T relacionadas con el desencadenamiento 

del parto [Abadía-Molina et al., 1997].  
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CONCLUSIONES 

 

1) Las células dendríticas de primer trimestre de embarazo humano  

son células mieloides inmaduras en distinto grado de madurez. 

 

2) En la decidua de aborto espontáneo existe el mismo tipo de células 

dendríticas que en la decidua normal, pero estas células se 

encuentran en menor proporción en el aborto espontáneo. 

 

3) Las células dendríticas de decidua humana forman complejos con 

las células NK deciduales. 

 

4) Una proporción de células dendríticas deciduales se encuentra en 

apoptosis. Este dato sugiere que las NK, con las que forman 

complejos, inducen la muerte de las DC. Este podría ser un 

mecanismo más de tolerancia materno-fetal, por el que las DC 

serían eliminadas para evitar que activaran a las Th1 implicadas 

en la inducción del aborto. 
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ABREVIATURAS COMUNMENTE UTILIZADAS 

 

ABE: Aborto espontáneo 

ABI: Aborto inducido 

APC: Antigen Presenting Cell 

CR: Receptor del Complemento 

CTLA-4: Antígeno 4 asociado al linfocito T citotóxico 

DAPI: diclorhidrato 4',6-Diamidino-2-fenil indol 

DC: Dendritic cell 

DC-SIGN: Dendritic Cells Specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin 

dNK: Decidual Natural Killer 

dNK: Decidual Natural Killer 

DSC: Decidual Stromal Cell 

EVT: Trofoblasto Extravellositario 

Fas: Factor Apoptosis Signaling 

FasL: Factor Apoptosis Signaling Ligand 

FLT3L: Ligando de la Tirosin Kinasa 3 para FMS 

GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor 

HIV: Human Immunodeficiency Virus 

HLA: Human Leucocyte Antigen 

HSC: Hematopoyetic Stem Cell 

IC: Immuno Complejos 

ICAM: Molécula de Adhesión Intercelular. 
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iDC: Células Dendríticas Inmaduras (Immature Dendritic Cells) 

IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa 

IFN: Interferon 

IL: Interleuquina 

ILT: Ig Like Transcript 2 

KIR: Killer cell Ig-like Receptors 

LIF: Leukaemia Inhibitory Factor 

LIR: Leucocyte Ig-like Receptor 

M-CSF: Macrophage Colony-Stimulating Factor 

mDC:  Células Dendríticas Maduras (Mature Dendritic Cells) 

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad  

miDC: Myeloid Dendritic Cells 

MR: Receptores de Manosa (Manose Recptors) 

NK: Natural Killer 

NKG: Natural Killer  

pDC: Plasmocytoid Dendritic Cells 

PMN: Polimorfonucleares 

TARC: Thymus and activation-regulated chemokine 

TCR: Receptor células T 

TGF: Transforming Growth Factor 

Th: Linfocito T helper 

TLR: Toll Like Recptor 

TNF: Tumor Necrosis Factor 
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TNFR: Tumor Necrosis Factor Receptor 

TRAIL: Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand 

TRAIL-R: Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand 

Receptor 

Treg: Célula T reguladora 

TUNEL: Tdt-mediated dUTP nick end labelling 

uNK: Uterine Natural Killer 

VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecule 
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