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RESUMEN

Las células T neonatales son diferentes de las células adultas, con una alta
respuesta tolerogénica y una inmunidad sesgada hacia fenotipo Th2. En el periodo
neonatal, hay un enriquecimiento en células T reguladoras y células eritroides
inmaduras con el fenotipo CD71* que proporcionan un ambiente inmunosupresor.
La via de nacimiento también puede influir en la respuesta del sistema
inmunoldgico, ya que el nacimiento por cesarea conduce a una predisposicion al
asma infantil y, mas tarde en la vida, a condiciones inflamatorias cronicas.

En este trabajo se evalud el efecto de la via de nacimiento y la influencia de las
células T reguladoras y de las eritroides inmaduras CD717 sobre la activacién de las
células T CD4* y CD8* neonatales en respuesta a la estimulacion a través del TCR.
En general, se observd una mayor activacion de las células de los bebés nacidos
por cesarea. También se encontré que la eliminacion de las células eritroides
inmaduras CD71* conduce a una mayor activacioén de las células T, lo que sugiere
un papel importante de estas células en el ambiente inmunosupresor en etapas
tempranas neonatales, particularmente sobre las muestras derivadas de neonatos

nacidos por cesarea.
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1. INTRODUCCION

1.1 Sistema inmune

El sistema inmune es el encargado de defendernos contra infecciones y células no
funcionales, a través de respuestas inmunitarias, reaccionando contra los
componentes de microbios o sustancias que son reconocidas como extranas.
Diferentes tipos celulares y moléculas participan de forma coordinada para poder
eliminar a estas sustancias [1].

La inmunidad se clasifica en dos tipos, que difieren en velocidad y especificidad de la
respuesta: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa.

1.1.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa que tenemos contra los
patégenos. Esta compuesta por barreras fisicas como los epitelios y por barreras
quimicas como las mucosas. Asi también estad compuesto por diferentes tipos
celulares como los macréfagos, células dendriticas, neutrdfilos, células asesinas
naturales y por proteinas solubles, como las que conforman el sistema del
complemento [1].

Esta inmunidad es la primera en responder ante las infecciones y tiene la capacidad
de reconocer patrones moleculares compartidos por varios microbios, pero que no
estan presentes en las células del huésped, por lo que reconocen lo propio de lo
extrafio. Este reconocimiento es sobre estructuras compartidas, y no es especifica

hacia cada patégeno [2].



Cuando las respuestas montadas por la inmunidad innata no son suficientes para
eliminar a los patdégenos, se activa la inmunidad adaptativa mas tarde en el tiempo,
que esta dirigida al reconocimiento especifico del patdégeno.

1.1.2 Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa estd compuesta por linfocitos T y B, las cuales son las
unicas células que expresan receptores especificos de antigenos, TCR y BRC
respectivamente. Debido a la expresion de estos receptores, la respuesta sera
especifica para cada antigeno y reforzara la respuesta montada por la inmunidad
innata. Cuando un linfocito reconoce su antigeno especifico, prolifera
considerablemente en un proceso que se conoce como ampliacion clonal. Todos
los linfocitos descendientes expresaran el receptor de forma clonal, es decir, todos
reconoceran al mismo antigeno. La mayoria de estos descendientes moriran por
apoptosis después de haber eliminado al patégeno, proceso conocido como
contracciéon. Sin embargo, una pequena porcién de células permanecera como
células de memoria de vida larga. Estas células mantienen su capacidad de
reconocer al mismo antigeno en un segundo reencuentro de forma mas rapida y
fuerte, a dicha capacidad se le conoce como “memoria inmunoloégica” [1], [2].

La inmunidad innata y la adaptativa mantienen una estrecha comunicacion a través
de las células dendriticas (células presentadoras de antigenos profesionales) y de
las citocinas, que son moléculas que dirigen funciones del sistema inmune como la

activacion, diferenciacion y proliferacion.



1.2 Linfocitos T

Los linfocitos T reciben este nombre debido a que son células que maduran en el
timo, aunque sus progenitores provienen de la médula ésea. Los linfocitos T clasicos
expresan el TCRa/f y existen dos subconjuntos: los CD4* o cooperadores y los
linfocitos CD8" o citotoxicos. Estos fenotipos los adquieren en el timo por procesos
de seleccion negativa y positiva, donde se eliminan por apoptosis a las células que
reconocen antigenos propios con alta afinidad y se seleccionan a las células que
reconocen antigenos con una afinidad intermedia las cuales salen a la periferia
como células virgenes. Existen otros tipos de linfocitos T que se encuentran en
menor cantidad, como los que expresan el TCRy/® y los linfocitos innatos. En este

trabajo nos enfocamos a los linfocitos T clasicos TCRa/.

1.2.1 Linfocitos T CD4+

Los linfocitos T CD4* se caracterizan por expresar en su superficie la molécula CD4
y reciben el nombre de cooperadores por dirigir las respuestas de otras células
inmunitarias a través de la produccion de citocinas y el contacto celular. A través de
su TCR reconocen a sus antigenos especificos, que son presentados en el contexto
del MHC-II, el cual se expresa en células presentadoras de antigenos, como lo son

las células dendriticas, los linfocitos B y los macréfagos [2].

1.2.2 Linfocitos T CD8+

Los linfocitos T CD8+ se caracterizan por expresar en su superficie la molécula CD8
y reciben el nombre de citotoxicos, debido a que se encargan de eliminar a células
infectadas, tumorales o dafiadas. Esto lo logran mediante la liberacién de moléculas

efectoras como la perforina y las granzimas, que conducen a la muerte apoptética



de las células blanco, También pueden inducir apoptosis a través del ligando Fas
(FasL) que interacciona con el receptor Fas de las células blanco. A través de su
TCR reconocen a sus antigenos especificos que son presentados en el contexto del

MHC-I, el cual se expresa en todas las células nucleadas [2].

1.3 Activacioén de linfocitos T

Para que un linfocito T virgen pueda ser completamente activado y diferenciarse a
hacia un fenotipo efector o de memoria, necesita de tres sefales: la sefial 1 que se
induce a través del TCR, la sefal 2 se da a través de moléculas coestimuladoras y
la sefial 3 la proporcionan las citocinas del ambiente.

1.3.1 Primera senal: reconocimiento del antigeno por el TCR

La presentacion del antigeno por las células presentadoras de antigenos,
principalmente las células dendriticas, se da a través de su MHC cargado con el
péptido antigénico, que es reconocido por el TCR de los linfocitos T afines. Esta
interaccion es indispensable como primera sefial, para asegurar que la respuesta
sera especifica al antigeno. EI TCR forma un complejo asociado con las moléculas
CD3y &, que le permiten inducir las sefales intracelulares. Una interaccion fuerte y
prolongada entre TCR y el MHC asociado a péptido, junto con sefiales
coestimulatorias, produce una oOptima activacion y diferenciacién, mientras que
exposiciones cortas pueden ocasionar respuestas truncadas [3].

1.3.2 Segunda senal: moléculas coestimuladoras

Ademas de la senal del antigeno, durante la activacion los linfocitos T también
necesitan de segundas sefales que inducen su sobrevivencia y proliferacion. A

estas sefales se les conoce como moléculas coestimuladoras y se expresan en la
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superficie de las células presentadoras de antigeno. Las principales sefales
coestimuladoras son de las familias B7/CD28 y TNF/TNFR. La familia mejor
caracterizada es la de B7/CD28. Las moléculas CD28 se expresan en la superficie
de los linfocitos T y sus ligandos, B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), se encuentran
regulados al alza en las células presentadoras de antigeno activadas. También
existen moléculas coinhibitorias que limitan la expansién celular, los miembros de
la familia coinhibitoria de CD28 son CTLA-4 y PD-1 [1], [3]. Si la activacion del
linfocito ocurre solo en presencia de la primera sefial y en ausencia de
coestimuladores, la célula se puede volver anérgica, es decir que no prolifera y no
se enciende la respuesta inmunitaria. Las sefiales de moléculas inhibitorias también
disminuyen o evitan la activacion celular [4].

1.3.3 Tercera senal: citocinas

El ambiente inflamatorio, es decir, la produccion de citocinas proinflamatorias por
parte de la inmunidad innata, son necesarias para una adecuada activacion,
sobrevivencia, proliferacion y establecimiento de los linfocitos T efectores y de
memoria. La interleucina 12 (IL-12) y el interferon tipo | (IFN I) son citocinas
proinflamatorias importantes en la respuesta a patégenos especialmente para los
linfocitos T CD8*. Cuando los linfocitos citotoxicos son activados en ausencia de
terceras senales, las células fallan en desarrollar su funcion efectora citolitica [3],
[5].

1.4 Fenotipos efectores de linfocitos T CD4* y CD8"

Las condiciones en las que son activados los linfocitos T CD4* y CD8" virgenes

influyen en el destino de su diferenciacion en distintas subpoblaciones.
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Dependiendo del tipo de citocinas que reciben, se expresaran factores de
transcripcion que inducen la adquisicion de los diferentes fenotipos efectores.
Existen tres principales fenotipos efectores para los linfocitos T CD4* (llamados Th1,
Th2 y Th17)y CD8+ (llamados Tc1, Tc2y Tc17). Los diferentes fenotipos efectores
de la inmunidad adaptativa permiten una éptima respuesta especializada contra los
distintos tipos de patdgenos presentes en el organismo [6].

1.4.1 Linfocitos Th1y Tc1

Los linfocitos CD4* Th1 se caracterizan por producir IFN-y pero también pueden
producir TNF-a. ElI ambiente necesario para inducir el fenotipo Th1 requiere
principalmente de la Interleucina-12 (IL-12) y del IFN-y, que activan a los factores
transcripcionales STAT4 Y STAT1 respectivamente. Estos, a su vez, inducen la
expresion del factor transcripcional T-bet, considerado como factor firma de este
fenotipo [1], [6].

De las células CD8" el fenotipo Tc1 es el mejor descrito, similar a los linfocitos Th1.
También se caracterizan por la produccion de IFN-y, dependen de la IL-12 y del
mismo IFN-y para su diferenciacion. La activacién del factor transcripcional T-bet es
necesaria para su potencial efector citotoxico. Para establecer las células de
memoria se requiere del factor transcripcional Eomes [6], [7]

Su capacidad productora de IFN-y permite activar y potenciar la capacidad
fagocitica de los macrofagos y la actividad citotoxica de las células Tc1 permite
eliminar células infectadas. Por lo anterior, estos fenotipos proveen una respuesta
efectiva contra patdégenos intracelulares, pero la sobrepolarizacion de este fenotipo

se han asociado a enfermedades autoinmunes [1], [6]
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1.4.2 Linfocitos Th2y Tc2

Los linfocitos Th2 son productores de Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-5 (IL-5) e
Interleucina-13 (IL-13). La IL-4 induce la diferenciacion de los Th2 al activar el factor
de transcripcion STAT6, que junto con sefales del TCR, induce la expresion del
factor transcripcional GATA-3, factor firma de este fenotipo [1], [6]

El fenotipo Tc2 es inducido en presencia de la IL-4, estos linfocitos igual que los Th2
también producen IL-5 e IL-13 y en menor medida la IL-4. Las células Tc2 expresan
el factor de transcripcion GATA-3 pero menos que los Th2. En circunstancias como
la inflamacion alérgica de las vias respiratorias las células Tc2 son poco citotdxicas
[7].

La IL-4 es importante para el cambio de isotipo hacia IgE en las células B, y junto
con la IL-13 también aumentan la produccion de moco y el peristaltismo intestinal,
la IL-5 activa a los eosindfilos. Los fenotipos Th2 y Tc2 tienen lugar en respuesta a
los parasitos helminticos y los alérgenos, las trastornos patolégicos asociados a una
respuesta inadecuada por parte de estos fenotipos son las enfermedades alérgicas
y el asma [1], [6].

1.4.3 Fenotipos Th17 y Tc17

El fenotipo Th17 se caracteriza por su capacidad de producir Interleucina-17A (IL-
17A) e Interleucina-17F (IL-17F), otras citocinas que producen son la Interleucina-
22 (IL-22) y la Interleucina-21 (IL-21). Este fenotipo se induce en presencia de la
combinacion de la Interleucina-1 (IL-1), la Interleucina-6 (IL-6), la Interleucina-23 (IL-

23) y del Factor de Crecimiento Transformador-f (TGF- B). Su factor de
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transcripcion firma es RORyt y otro factor importante para su diferenciacion es
STAT3[1], [6].

Las células Tc17 son productoras de las citocinas IL-17 e IL-21, expresan los
factores de transcripcion RORyt y RORa. La diferenciacion hacia este fenotipo es
determinada por las citocinas IL-6 o IL-21 junto con TGF-B y la IL-23 estabiliza su
fenotipo. Estos linfocitos son menos citotdoxicos que los Tc1 [6], [7].

Las citocinas IL-17A e IL-17F son claves para el reclutamiento, activacion y
migracion de los neutrdfilos, los cuales ingieren y destruyen a las bacterias y los
hongos. De este modo, los linfocitos Th17 y Tc17 son especialmente importantes
en la defensa contra patdgenos extracelulares. Una respuesta exacerbada de este

fenotipo se ha relacionado con enfermedades autoinmunes [1], [6].

1.4.4 Linfocitos Treg

Las células T reguladores mejor descritas son linfocitos T CD4* que se caracterizan
por expresar constitutivamente en su superficie la cadena a del receptor de alta
afinidad de la Interleucina-2 (IL-2Ra) también conocido como CD25. El factor
transcripcional firma de este subconcojunto es FoxP3, fundamental para su
desarrollo y funcion. Los linfocitos T reguladores se diferencian desde el timo
(nTregs o tTregs) y los linfocitos T CD4* virgenes que se inducen hacia el fenotipo
regulador en la periferia se conocen como iTregs. El TGF- y la IL-2 en conjunto
inducen su desarrollo, al mismo tiempo la IL-2 es necesaria para su supervivencia
y funcionalidad.

Las Tregs son conocidas por su papel supresor, establecen tolerancia frente a los

antigenos propios en la periferia, controlando a las células T autorreactivas y limitan
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las respuestas excesivas ejercidas por las células Th1, Th2 y Th17. La deficiencia

en la subpoblacion reguladora esta asociada con enfermedades autoinmunes [1].

Los mecanismos por los que mantienen la supresion son:

e Produccién de citocinas inmunosupresoras como IL-10, IL-35 y TGF-(.

e Alta expresion de moléculas coinhibitorias como CTLA-4, que al unirse a las
moléculas B7 de las células presentadoras de antigenos, reducen su capacidad
de activar a los linfocitos T.

e Alteracion metabdlica: tienen alto consumo de IL-2, dejando desprovistas a otras
células de este factor de crecimiento, reduciendo asi su proliferacion y
diferenciacion. También producen adenosina que suprime a las células T
efectoras.

e Supresion por citdlisis: las células Tregs activadas producen granzimas y
perforina con capacidad citolitica similar a la de los linfocitos T CD8* y eliminan

a células efectoras [8].

1.5 Inmunidad neonatal

Los neonatos poseen un sistema inmunitario diferente al de los adultos, debido a
que sus demandas son diferentes, pues deben equilibrar la transicion desde un
ambiente intrauterino normalmente estéril hacia un ambiente externo rico en
antigenos extrafios. Una respuesta vigorosa hacia todos los antigenos nuevos
podria llevar a un estado cronico de hiperinflamacion, lo que seria perjudicial para
el establecimiento del estado tolerante, necesario para los antigenos comunes del

ambiente, la microbiota y los nuevos autoantigenos periféricos [9].
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Debido a la limitada exposicién a antigenos dentro del utero, el sistema inmune
adaptativo de los neonatos posee un fenotipo virgen y carece de memoria
inmunoldgica [10]. Las células de cordon umbilical tienen una naturaleza tolerante,
pues producen altas cantidades de IL-10 y adenosina y cantidades menores de
TNF-a, IFN-y e IL-12 comparado con las células de adultos [10], [11], [12], [13].
Las células presentadoras de antigenos neonatales tienen una produccion
deficiente de la IL-12 bioactiva, por lo que no son eficaces activando a los linfocitos
T CD8* para que alcancen su potencial efector citotdxico [14]. Ademas, la inmunidad
adaptativa neonatal tiene un sesgo inherente hacia la polarizacion Th2 frente a la
Th1 tras la vacunacion. Asi también, se necesitan dosis de refuerzo para sostener
la respuesta inmune y mantener la memoria inmunoldgica [11]. Este sesgo se ve
reflejado hasta el nivel de la estructura de la cromatina, donde los genes de las
citocinas de tipo Th2 se encuentran hipometilados, facilitando su rapida
transcripcion [15]. Lo anterior influye en que la respuesta inmune de los neonatos
sea ineficiente ante muchas infecciones intracelulares, las cuales representan una
de las principales causas de mortalidad a nivel mundial en la poblacién neonatal y
en infantes menores de cinco afios [16].

1.6 Nacimiento por cesarea

La cesarea es un procedimiento quirurgico utilizado para tener un bebé a través de
incisiones en el abdomen y el utero de la madre [17]. Es un procedimiento que puede
salvar las vidas de las madres y los bebés cuando el parto vaginal supone un mayor
peligro. Sin embargo, al igual que otras cirugias tiene sus riesgos. Cuando no esta

médicamente indicada los riesgos podrian superar los beneficios.
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Cada vez se presta mas atencion sobre el impacto que puede tener la via de
nacimiento en la salud de los nifios, sobre todo porque en las ultimas décadas se
ha observado una tendencia creciente en las cesareas practicadas. A nivel mundial,
los nacimientos por cesarea han aumentado desde un 7% en la década de 1990
hasta un 21% en la actualidad. En México la tasa de nacimientos por cesarea
alcanzé el 37.8% del total de nacimientos en 2018 [18]. En 2020, por primera vez
el numero de nacimientos por cesarea superé al de partos vaginales y lleg6 a ser
mas del 50% [19], a pesar de que la Organizacion Mundial de la Salud recomienda

que las cesareas tengan un limite deseable del 15% del total de nacimientos [20].

1.7 Diferencias en la via de nacimiento

Las diferencias en las que influye la via de nacimiento mas publicadas se relacionan
en la colonizacién de la microbiota intestinal de los recién nacidos. Los bebés que
nacen por parto natural transitan por el canal vaginal donde son expuestos a la
microbiota vaginal materna, que sera la que colonizara el intestino del neonato.
Mientras que los bebés nacidos por cesarea seran colonizados principalmente por
la microbiota de la piel materna y el ambiente de bacterias de los hospitales.
Lactobacillus y Bifidobacterium son algunas de las especies de bacterias
comensales que son dominantes en la colonizacién por la via vaginal. Estas
especies limitan la inflamacién y participan en la regulacién del peso corporal del
hospedero, respectivamente [21].

Estas diferencias pueden influir en una respuesta inmune diferencial en los infantes
de acuerdo con la via de nacimiento, dado que el sistema inmune de la mucosa

intestinal esta ligado a los demas elementos inmunes del resto del organismo
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En un estudio realizado en una amplia cohorte de nifios australianos con
seguimiento hasta los cinco anos de edad, se observd que los infantes nacidos por
cesarea tienen mayor riesgo de padecer enfermedades respiratorias y desérdenes
metabdlicos, comparado con aquellos nacidos por parto vaginal espontaneo [22].
Estos datos son consistentes con un meta analisis donde se reporté que las
infecciones en el tracto respiratorio, el asma, rinitis alérgica y el peso corporal
incrementado (como riesgo de obesidad) son mas comunes en personas nacidas
por cesarea que en aquellas nacidas por parto vaginal [21].

Sin embargo, también existen diferencias causadas por la via de nacimiento que
estan relacionadas con el propio proceso fisioldgico que implica el trabajo de parto.
Este proceso es diferente e incluso puede ser anulado en el caso de las cesareas
programadas.

El trabajo de parto involucra una elevacion transitoria de hormonas de adaptacion
al estrés, como son la oxitocina, la vasopresina, el cortisol y las catecolaminas.
Ademas de favorecer una adaptacion fisioldgica del neonato a la vida extrauterina,
también favorecen su maduracion, con efectos beneficiosos sobre sus funciones
respiratorias e inmunoldégicas [23]. Se ha demostrado que los niveles de cortisol y
de adrenalina son mas altos en la sangre de cordon de neonatos nacidos por parto
vaginal debido a un mayor estrés perinatal. Dichas hormonas son necesarias para
la maduracion de los pulmones del recién nacido [21], [24].

En el laboratorio se han encontrado cambios de expresion genética entre los
linfocitos T de neonatos nacidos por cesarea y parto vaginal, en particular en las
células T CD4* (Kempis-Calanis, datos no publicados). Asimismo, se ha encontrado

que las células T provenientes de neonatos nacidos por cesarea tienen una
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respuesta mas fuerte y proliferan mas en respuesta a la estimulacion (Ventura-
Martinez, datos no publicados), lo que sugiere que los linfocitos T neonatales
adquieren tolerancia durante el parto vaginal, que no adquieren las células de

neonatos nacidos por cesarea.

2. ANTECEDENTES

La alta susceptibilidad de los neonatos hacia las infecciones se ha asociado con un
ambiente inmunosupresor activo en esta etapa temprana del desarrollo, de manera

que las células con actividad inmunosupresora pueden estar involucradas.

2.1 Células Treg en neonatos

Se ha reportado que, en sangre de cordon umbilical humana, las células T
reguladoras (CD4*CD25"FoxP3*) se encuentran enriquecidas en etapas tempranas
de gestacion y disminuyen inversamente con la edad gestacional. Asi, las
proporciones son mas altas en neonatos de 23-34 semanas de gestacion (9.7% del
total de linfocitos T) que en los neonatos de término (7.5%), éstos ultimos
presentaron niveles similares a la sangre periférica de adultos (7.0%) [25].

En otro estudio realizado en sangre de cordon y sangre periférica de recién nacidos,
se observd que las proporciones de Tregs aumentan de forma transitoria tras el
nacimiento. Se reportd un aumento significativo en etapas neonatales tempranas
(7-8 dias después del nacimiento) comparado con las muestras colectadas el mismo
dia del nacimiento, y luego estos porcentajes disminuyen en etapas mas tardias (2-
4 semanas después del nacimiento). Ademas, este aumento de Tregs coincide con
un amento en células activadas con funciones supresoras. El aumento de Tregs

activadas en recién nacidos de etapas tempranas puede desempenar un papel
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importante en la regulacion inmunoldgica, al suprimir la activacion excesiva de
células T causada por la exposicion inmediata a antigenos del medio ambiente

después del nacimiento [26].

2.2 Células eritroides CD71* en neonatos

Se ha demostrado que las células precursoras del linaje eritroide (CD235a*), que
expresan el receptor de Transferrina, también conocido como CD71, regulan las
respuestas inmunitarias.

Las células eritroides CD71" son eritrocitos inmaduros nucleados con funciones
inmunosupresoras [27]. Son raras en la circulacion periférica de adultos sanos, sin
embargo, se eleva su frecuencia en mujeres embarazadas y ejercen actividad
inmunosupresora promoviendo la tolerancia feto-materna [28].

Las células eritroides CD71* se enriquecen en la sangre de cordon, donde se
encuentran con mayor frecuencia en los primeros 7 dias de vida. A partir de los 28
dias su frecuencia comienza a disminuir considerablemente con el paso del tiempo.
Se ha demostrado en neonatos humanos que las células eritroides CD71* reducen
la capacidad productora de IFN-y en linfocitos T CD4* y CD8*. En ratones, al conferir
actividad inmunosupresora reducen la proteccion contra infecciones, pues al
eliminarlas in vivo se anuld el efecto supresor sobre las células inmunitarias,
resultando en una eficiente eliminacion de los patdégenos y una mayor supervivencia
de los ratones neonatales [29].

En ratones, el mecanismo por el que estas células controlan la activacién de otras
células inmunitarias es mediante la produccion de arginasa Il, una enzima

encargada de hidrolizar la L-arginina, aminoacido importante para la proliferacion y
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activacion de las células T [27], [30]. En humanos, se demostré que el mecanismo
por el cual estas células inmunosuprimen es mediante la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y también mediante la actividad de la arginasa Il [27],
[29].

En otro estudio realizado en ratones, se encontr6 que la presencia de la
subpoblacion de células eritroides CD71*, que expresan el receptor inhibitorio de
activacion VISTA, se favorece la diferenciacion de las células T CD4" virgenes hacia
un fenotipo regulador mediante la producciéon de TGF-B. La eliminacién in vivo de
las células eritroides no cambié la frecuencia de las células T reguladoras, pero si
su fenotipo, pues aumentaron la expresion de CD25. Por otro lado, la eliminaciéon
de las células Tregs mostré un incremento en los porcentajes de las células
eritroides CD71" [31]. VISTA también se expresa altamente en la superficie de
células eritroides CD71* de sangre periférica de neonatos humanos, por lo que
podrian tener un efecto similar al de los ratones [29].

2.3 Via de nacimiento y expresidon de citocinas

En un estudio en el que se evalud la produccion de citocinas comparando la via del
nacimiento, se reportd que la secrecion de IL-13 e IFN-y es mas alta en CBMCs de
neonatos de cesarea, mientras que los niveles de IL-10 se encuentran reducidos
comparado con aquellos nacidos por parto vaginal. Esto podria estar asociado con
una mayor susceptibilidad a enfermedades inflamatorias y alérgicas en los nifios

nacidos por cesarea [32].
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2.4 Justificacion

Si bien, una colonizacién diferente de la microbiota intestinal, dependiente de la via
de nacimiento, esta relacionada con diferencias en la respuesta inmune de los
infantes, es importante considerar que el propio trabajo de parto también podria
influir directamente sobre las células inmunitarias.

Comprender mejor los factores que influyen en la maduracion y el desarrollo del
sistema inmune es sustancial. En un pais como México, en donde las cesareas
corresponden a mas de la mitad de los nacimientos, se torna necesario considerar
los efectos que la cesarea podria tener sobre el desarrollo del sistema inmune de
los infantes, sin olvidar las caracteristicas particulares del ambiente inmunosupresor
gue se encuentra en la etapa neonatal. Por lo anterior, en este proyecto se propone
comparar la influencia que tiene la via de nacimiento sobre la activacion de los
linfocitos T CD4* y T CD8" neonatales y evaluar el papel que ejercen las células
eritroides CD71* y las Tregs sobre la activacion de los linfocitos T CD4* y CD8" de

neonatos nacidos por parto vaginal o por cesarea.
2.5 Objetivo general
Comprender la influencia de las células T reguladoras y de las células eritroides
CD71* en la activacion de linfocitos T CD8* y CD4* de neonatos nacidos por parto
vaginal o por cesarea.
2.6 Objetivos particulares

1. Comparar la expresién de las proteinas CD25, IFN-y, IL-4, e IL-13, en

respuesta a la activacién con anticuerpos anti-CD3 y CD28 en linfocitos T

CD4* y CD8" de neonatos nacidos por parto vaginal o por cesarea
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2. Evaluar el efecto de eliminar a las células eritroides CD71* y/o a las células
T reguladoras sobre la expresion de las proteinas CD25, IFN-y, IL-4, e IL-13
en linfocitos activados T CD4* y T CD8" de neonatos de parto vaginal y de
cesarea.

3. Evaluar la expresion de los genes IL-4, IL-10, CD25 e IFN-y en respuesta a
la activacion con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en CBMCs de neonatos
nacidos por parto vaginal o por cesarea.

4. Evaluar el efecto de eliminar a las células eritroides CD71* y/o a las células
T reguladoras sobre la expresion de los genes IL-4, IL-10, CD25 e IFN-y en
respuesta a la activacién con anticuerpos anti-CD3 y CD28 en CBMCs de
neonatos nacidos por parto vaginal o por cesarea.

2.5 HIPOTESIS
La eliminacion de las células T reguladoras y las células eritroides CD71* permitira
una mayor activaciéon de los linfocitos T CD8" y T CD4* de neonatos, siendo mas

notoria la activacion en los linfocitos T de neonatos de cesarea.

3. METODOLOGIA

3.1 Purificacién de Células Mononucleares de Sangre de Cordén

Se capturaron muestras de sangre de cordon umbilical de neonatos de término
(nacidos a partir de las 37 semanas de gestacion) nacidos por parto vaginal o por
cesarea. La sangre fue colectada después del parto y antes de la expulsién de la

placenta en el Hospital General de Temixco y se procesaron el mismo dia de la
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recoleccién. A partir de la sangre de cordon, se purificaron las CBMCs mediante un
gradiente de densidad con Lymphoprep™.
Este paso fue seguido de una etapa de adherencia a plastico durante toda la noche

para eliminar los monocitos.

3.2 Deplecion de células Eritroides CD71* y/o T reguladoras

Las CBMCs de cada muestra de neonato, fueron divididas en cuatro fracciones.
Una fraccion se usé como control sin depleciones (TOTAL); en la segunda fraccion
se eliminaron las células eritroides CD71* (-CD71); en la tercera se eliminaron las
células T reguladoras (-Treg); por ultimo, en la cuarta fraccion se depletaron ambas
poblaciones celulares (-CD71/Treg). La deplecion se realizé mediante perlas
magnéticas con proteinas A/G acopladas a los anticuerpos correspondientes (anti-
CD25 y/o anti-CD71) y el uso de un magneto.

Para verificar que las células Treg y eritroides CD71* se eliminaron eficientemente
se hizo una tincion con anti CD25-BV605, CD4-PerCP-Cy5.5 y CD71-APC y se
valoré en el citometro de flujo Attune, antes y después de las depleciones.

3.3 Estimulacion de Linfocitos T

Una vez realizada la deplecidén, cada grupo de células se subdividi6 en dos
fracciones; una fraccion de células fueron activadas en presencia de anticuerpos
murinos anti-CD3/CD28 y anti-lgG a una concentracion final de 1 ug/mL y la
segunda fraccion sin ningun estimulo se usé como control basal. Las células se
incubaron durante 24 horas a 37°C con 5% de CO2. 6 horas antes de finalizar el
estimulo se agrego al cultivo Brefeldina A 1000X a una concentracion final de 1X,

para favorecer la retencion de las citocinas en el interior de las células.
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3.4 Evaluacion de produccion de citocinas en Linfocitos T CD8*y T CD4*
por citometria de flujo

Para evaluar la produccion de las citocinas en respuesta a la estimulacion, se hizo
una tincion de IL-4, IL-13, CD25, e IFN-y en las CBMCs. También se realizé una
tincion de CD8 y CD4 para evaluar la respuesta por separado en los linfocitos T

CD8"y T CD4" y se evalu6 mediante la técnica de citometria de flujo.

3.5 Evaluacién de la expresion de genes de citocinas por RT-qPCR en
CBMCs

Para evaluar la transcripcion de los genes de citocinas IL-4, IL-10, IFN-yy CD25 en
las CBMCs en respuesta a la estimulacion se hizo mediante la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-gPCR) con el método
de SYBR Green. La expresién de los genes se cuantificé de forma relativa con el
método de la curva estandar y se normalizé con la expresion del gen de referencia

Beta-2 microglobulina (B2M).

3.5.1 Diseno de cebadores para cDNA

Los cebadores para los genes de interés se disefiaron con la herramienta “Primer-
BLAST” de NCBI considerando el salto de exon
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Con el programa en linea “UCSC
In-Silico PCR” se corroboré que los cebadores fueran especificos de producto

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr).
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3.5.2 Extraccion de RNA
Tras la estimulacion de las CBMCs, se les extrajo el RNA total utilizando el reactivo
TRIzol™ de acuerdo con el instructivo del proveedor. Posteriormente se realizo la

sintesis de cDNA con oligo-dT y la Transcriptasa reversa RevertAid.

3.6 Analisis estadisticos

Los datos de citometria de flujo fueron evaluados con la prueba de Kruskal-Wallis
para la comparacion de las diferencias de la activacion entre las vias de nacimiento
en CBMCs totales. Para la evaluacion del efecto de las depleciones en cada via de
nacimiento se uso la prueba de Friedman. Por ultimo, para comparar las diferencias
en las respuestas de activacion entre las vias de nacimiento de acuerdo con las
depleciones se utilizaron pruebas de Mann-Whitney. Todas las comparaciones se
realizaron con un nivel de significancia de 0.05 (*: p<0.03, **: p<0.002). Todos los
analisis de citometria de flujo se hicieron con una n=6 en el caso de muestras de

neonatos de parto vaginal y una n=5 en las muestras de cesarea.

4. RESULTADOS

4.1 Muestras biolégicas

Se obtuvieron 11 muestras de sangre de cordén umbilical, 6 fueron provenientes de
neonatos que nacieron por parto vaginal y 5 nacieron por cesarea. Todos fueron
neonatos de término de una edad gestacional de entre 38 a 40 semanas. Los
neonatos no presentaron signos de infeccion, fiebre o complicaciones al momento

del nacimiento y sus madres se encontraban sanas.
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4.2 Controles de deplecion

Para evaluar la eficiencia de las depleciones, se hizo una tincion simultanea con anti

CD71-APC, CD25-BV605 y CD4-PerCP-Cy5.5; también se tiid con el colorante

Fixable Near IR para poder excluir las células muertas del analisis. En la Figura 1

se muestra la estrategia de seleccion manejada para evaluar cada poblacion celular.

Primero se seleccionaron los eventos que pasan uno por uno en el citbmetro y se

excluyeron los dobletes, se hizo un segundo gate de singuletes dentro del primer

gate para eliminar los dobletes que se hubieran pasado. Después se selecciond la

poblacion de linfocitos seguido de la exclusion de células muertas. Por ultimo, dentro

del gate de células vivas se evalud la proporcién de células CD71" y CD4*CD25".
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En la Figura 2 se muestran los resultados de las depleciones de las células eritroides
CD71*. Se observo que estas células inmaduras se encuentran en proporciones
similares entre las muestras de parto vaginal y las de cesarea, representando en
promedio un 42.3% y 45.7 % de las células mononucleares, respectivamente. En
ambos casos, se lograron eliminar eficientemente.

En la Figura 3 se presentan las proporciones de células Treg en las muestras de
neonatos de parto y de cesarea. En promedio, las Treg representan el 5.6% de
células T CD4* de parto. De forma similar en las muestras de cesarea, las células
Treg representan en promedio el 4.7% de los linfocitos T CD4* totales. Su
eliminacion fue parcial, ya que solo se alcanzé a eliminar la mitad de la poblacién
Treg en las muestras de parto vaginal, mientras que en las de cesarea su

eliminacion fue menor. El aumentar el anticuerpo de deplecion no mejord este

resultado.
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Figura 2. Porcentaje de células CD71* antes y después de las depleciones.
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Figura 3. Porcentaje de células Treg en linfocitos T CD4" totales, antes y después de las
depleciones.

4.3 Evaluacion de la activacion de linfocitos T CD4* y CD8" por

citometria de flujo

Para poder evaluar la activacion de los linfocitos T CD4* y CD8*, tras la estimulacion,
se hizo una tincion simultanea con anti CD4-APC y anti CD8-VF450, ademas se tifid
con el colorante Fixable Near IR para poder distinguir las células vivas de las
muertas. Esto fue seguido de un paso de permeabilizacion con metanol para
permeabilizar las células y se tifid con los fluorocromos respectivos para marcar las
citocinas intracelulares.

En la Figura 4 se muestra la estrategia de seleccion general que se utilizé para
evaluar la produccion de citocinas. En los primeros gates se seleccionaron las
células que pasan una por una en el citbmetro y se excluyeron los dobletes.
Después se selecciond la poblacién de linfocitos seguido de la exclusion de células

muertas. Posteriormente se graficaron las células CD4* vs. CD8* para analizar de
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forma independiente en cada poblacién la expresion de las citocinas y del marcador

de activacion CD25.

Figura 4. Estrategia de seleccion para la evaluacion de produccién de citocinas
intracelulares en linfocitos T CD4" y CD8".

La expresion de las citocinas y del marcador de activacion CD25 se muestra como
la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) del control estimulado normalizada con
la IMF de su respectivo control basal, cada dato representa el aumento relativo en
respuesta al estimulo.

4.3.1 Activacion de Linfocitos T de neonatos nacidos por parto vaginal o por
cesdrea

En la figura 5 se presenta la comparacion de la activacion de linfocitos T CD4* de
neonatos nacidos por parto vaginal y por cesarea en presencia de las células Treg

y de las eritroides CD71*. Se observé una tendencia de una mayor activacion en los
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linfocitos T CD4" de cesarea, de acuerdo con la expresion de CD25. Asi como una
tendencia de una mayor expresion de la IFN-y y de la IL-4, mientras que no se
observé un cambio en la expresion de la IL-13. Al comparar los niveles de expresion
en respuesta al estimulo, se encontr6 que IFN-y e IL-4 alcanzaron niveles
significativos con respecto al control sin estimular en las células de neonatos
nacidos por cesarea, mientras que en los neonatos nacidos por parto vaginal, s6lo
se alcanzo significancia estadistica para la IL-4.

Al hacer la misma comparacion en linfocitos T CD8* se observé una tendencia de
una mayor activaciéon y expresion de IFN-y, IL-4 y de IL-13 en las muestras de
neonatos de cesarea. Al comparar la activacion en respuesta al estimulo entre las
formas de nacimiento, las tres citocinas alcanzaron una diferencia significativa con
respecto al control sin estimular en células de cesarea, pero soélo la IL-4 alcanzé una
diferencia significativa con respecto a su control en las células de neonatos nacidos

por parto vaginal (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de la activacion de Linfocitos T CD8* de neonatos nacidos por parto
vaginal y por cesérea.
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4.3.2 Efecto de las depleciones sobre Ila activacion de linfocitos T de neonatos
nacidos por parto vaginal

Posteriormente, se evalué como influye la eliminacion de las células eritroides
CD71* y/o las Treg sobre la activacion de los linfocitos T CD4* de neonatos que
nacieron por parto vaginal. En general, no se observaron diferencias significativas
sobre la activacion de los linfocitos T CD4" tras las depleciones (Figura 7).

Al hacer las mismas evaluaciones en linfocitos T CD8" de neonatos nacidos por
parto vaginal, se observa una tendencia de una mayor expresion de las citocinas y
del marcador CD25 en ausencia de las células eritroides CD71*. Sin embargo, solo
se alcanz6 a observar una diferencia significativa en el aumento de la expresién de

IFN-y cuando se eliminaron las células eritroides CD71* (Figura 8).
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Figura 7. Efecto de las depleciones sobre la activacion de linfocitos T CD4* de neonatos
nacidos por parto vaginal.
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Figura 8. Efecto de las depleciones sobre la activacion de linfocitos T CD8* de neonatos
nacidos por parto vaginal.

4.3.3 Efecto de las depleciones sobre Ila activacion de linfocitos T de neonatos
nacidos por cesadrea

En los linfocitos T CD4* de neonatos de cesarea, al comparar el efecto de la
eliminacion de las células eritroides y/o las Treg, se observé que la activacion
aumentd significativamente en ausencia de las células eritroides, tanto en la
depleciéon simple como en la combinada con las Treg, de acuerdo con el aumento
en la expresion de CD25.

También se pudo apreciar una tendencia de un aumento en la expresion de las
citocinas en ausencia de las células eritroides CD71*. Sin embargo, el cambio solo

fue significativo en la expresion de IFN-y (Figura 9).
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En los linfocitos T CD8*, de manera general, se observé una tendencia de una
mayor activacion en ausencia de las células eritroides CD71*. Esta mayor activacion
se pudo apreciar de forma significativa en el aumento de la expresién del marcador
CD25 y de la expresion de la IL-4 (Figura 10).

Estos resultados sugieren que las células eritroides CD71* ejercen una actividad
supresora sobre los linfocitos T CD4* y CD8* de neonatos nacidos por cesarea, ya

que su eliminacién favorece una mayor activacion de los linfocitos T.
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Figura 9. Efecto de las depleciones sobre la activacion de linfocitos T CD4* de neonatos
nacidos por cesarea.
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Figura 10. Efecto de las depleciones sobre la activacion de linfocitos T CD8* de neonatos
nacidos por cesarea.

4.3.4 Efecto de las depleciones sobre la activacion de linfocitos T de acuerdo
con la via de nacimiento

Se realizd una comparacion directa de las respuestas de activacion entre las vias
de nacimiento en cada control de deplecion.

En los linfocitos T CD4+ se observaron diferencias significativas en la expresion de
CD25 y de la IL-4 en ausencia de las células eritroides CD71*. Esto sugiere un
mayor potencial de activacién en las células T CD4* de neonatos de cesarea, el cual
se puede alcanzar solo en ausencia de las células eritroides CD71* (Figura 11).
Por otro lado, en los linfocitos T CD8* se observo una mayor expresion significativa
de la IL-13 en las muestras derivadas de neonatos de cesarea cuando se eliminaron

las células eritroides CD71* y Treg (Figura 12).
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Figura 11. Efecto de las depleciones sobre la activacion de linfocitos T CD4* de acuerdo

con la via de nacimiento.
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Figura 12. Efecto de las depleciones sobre la activacion de linfocitos T CD8* de acuerdo

con la via de nacimiento.
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4.4 Efecto de las depleciones sobre la expresiéon de genes de citocinas
en CBMCs de neonatos nacidos por parto vaginal

Para el ultimo objetivo particular de este proyecto, se intenté evaluar la expresion
de los genes CD25, IFN-y, IL-4 e IL-10 en CBMCs neonatales de parto vaginal y de
cesarea, en las distintas condiciones de depleciones. Sin embargo, obtener RNA de
las muestras derivadas de neonatos de cesarea fue complicado para completar las
réplicas completas con cada uno de los controles de deplecion, porque obtenemos
menos sangre de los neonatos nacidos por cesarea.

Se procedio a hacer las evaluaciones de la expresion de los genes unicamente en
las muestras derivadas de neonatos nacidos por parto vaginal. Sin embargo, debido
a la alta dispersion de los datos obtenidos, no se encontraron significancias
estadisticas y no se observaron tendencias que correspondieran con los datos
obtenidos en la produccion de las proteinas (Figura 13).

Esto podria deberse a que las evaluaciones se realizaron sobre poblaciones
celulares diferentes. Ya que la evaluacion de la produccion de las proteinas de
citocinas se realiz6 discriminando las subpoblaciones de linfocitos T CD4* y CD8".
Mientras que la evaluacion de la expresién de genes por RT-qPCR se realizd en
CBMCs totales, donde se encuentran otras poblaciones celulares que podrian estar

influyendo en la expresion de los genes de interés.
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4.5 Discusién
En general, se observé una tendencia de una mayor activacion en respuesta al
estimulo en los linfocitos T CD4* y CD8* provenientes de neonatos nacidos por
cesarea comparados con los de parto vaginal, tanto a nivel del marcador de
activacion, CD25, como de la expresion de citocinas. Esto podria estar relacionado
con una mayor ventana de tolerancia en las células de los neonatos nacidos por
parto vaginal, que no tienen los nacidos por cesarea. Estas respuestas en etapas
tan tempranas, donde aun no se ven influenciadas por la colonizacion de la
microbiota, podrian estar relacionadas con las diferencias que existen en el trabajo
de parto en las dos vias de nacimiento. Ademas, esta mayor tendencia a la
activacion pudiera estar relacionada con la predisposicion a las alergias y estados
de inflamacion crénica que se han reportado en los nifos nacidos por cesarea.
La deplecion de células supresoras soélo se logro en su totalidad para CD71, por lo
que no podemos concluir sobre las depleciones de las células Treg.
La eliminacion de las células eritroides CD71* permitid una mayor activacién, en
particular en la expresion de citocinas en los linfocitos T CD4* y CD8" de neonatos
de cesarea. En los linfocitos T CD4* neonatales de parto vaginal, no se observaron
diferencias significativas en la activacion con la eliminacion de las células
inmunosupresoras. Los linfocitos T CD8* de neonatos de parto vaginal mostraron
una mayor expresion de IFN-y en ausencia de las células eritroides CD71".
Esto sugiere que las células eritroides inmaduras CD71" tienen un papel importante
en el mantenimiento del ambiente inmunosupresor sobre los linfocitos T neonatales,

particularmente de cesarea. Es posible que este papel inmunosupresor sea mas
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importante en etapas mas tempranas del periodo neonatal, ya que se ha reportado
que su frecuencia disminuye drasticamente a partir de la primera semana de vida
después del nacimiento [27]. Por otra parte, es posible que las Treg sean mas
importantes en etapas un poco mas tardias, de acuerdo con lo ya reportado, donde
existe evidencia de un incremento transitorio en la frecuencia de estas células
durante la primera semana de vida [24].

El mantenimiento del ambiente inmunosupresor es importante en la regulacion
inmunoldgica, para limitar respuestas excesivas de los linfocitos T contra los
antigenos comunes del medio ambiente después del nacimiento.

También se observé una mayor activacion y expresion de la IL-4 y la IL-13 en
linfocitos T CD4+ y CD8+, respectivamente, de neonatos nacidos por cesarea
comparado con los de parto vaginal. Estas diferencias se observaron solo cuando
se eliminaron las células eritroides CD71" y las Treg.

Lo anterior sugiere que, en ausencia del ambiente inmunosupresor, las células T de
neonatos que nacen por cesarea tienen una predisposicion hacia una mayor
respuesta de tipo Th2. Esto podria estar relacionado con que las personas que
nacieron por cesarea tienen un mayor riesgo de padecer enfermedades como
alergias y asma [21], [22]. Las cuales estan asociadas a un desbalance en la
respuesta inmune mediada por el fenotipo Th2, en donde las interleucinas 4 y 13
juegan un papel importante en la diferenciacion y funcién de esta respuesta

inmunitaria [33], [34].
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4.6 Conclusiones

Se establecid un protocolo eficiente de deplecion de células eritroides
inmaduras CD71* en células mononucleares de sangre de corddén umbilical.
Esto nos permitié analizar la influencia de dichas células sobre la activacion
de las células T CD4" y CD8* de neonatos. Las células Treg solo se pudieron
eliminar en un 50%.

Las células T CD4* y CD8* de neonatos que nacieron por cesarea mostraron
una tendencia de una mayor respuesta de activacion, con respecto al control
sin estimular, comparada con la respuesta de las células de neonatos
nacidos por parto vaginal.

Las células eritroides inmaduras CD71* parecen ejercer un efecto inhibitorio
sobre la activacion de las células T, particularmente sobre las células
provenientes de neonatos nacidos por cesarea. Al eliminar a las células
eritroides se observo una mayor respuesta de activacion respecto al control
total (donde se encuentran presentes dichas células), tanto en las células T
CD4* como en las CD8* de neonatos de cesarea.

En ausencia de las células eritroides CD71%, las células T CD4"* estimuladas
de neonatos de cesarea expresan significativamente mas el marcador de
activacion CD25+ y la IL-4, comparado con las células de neonatos nacidos
por parto vaginal.

En ausencia de las células eritroides CD71"y las Treg, las células T CD8+

estimuladas de neonatos nacidos por cesarea expresan significativamente
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mas la IL-13, comparado con las células de neonatos nacidos por parto

vaginal.
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I6AVIA8IftEZDPRBIb1gv/gaAp42nQIrnNunX+jsIMuSsnrJzoUNojlu7My6sk9fsMbeQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

Uip903lhg

https://efirma.uaem. mx/noRepudlo/tuDNQL15KLe9TSP6b8rbVaQPfkasOul

Una unlv
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