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1. Resumen

Los antibidticos se prescriben ampliamente a nivel mundial para el tratamiento de
infecciones bacterianas, no obstante, con el paso de los afios se ha comprobado que
muchos de estos farmacos también afectan a las respuestas inmunes de los pacientes. Si
bien algunos estudios han explorado el efecto de los antibiéticos en el sistema inmune de
las mujeres embarazadas, es todavia escasa la investigacion que aborda los efectos

moduladores en células T tanto de mujeres embarazadas como en mujeres en edad fértil.

El propésito de este trabajo fue identificar el efecto del tratamiento de los principales
antibidticos prescritos a mujeres embarazadas en el INPer-IER: Ampicilina, cefalotina y
eritromicina; en el fenotipo y funcion de los linfocitos T (células T) de mujeres en edad
reproductiva. Para determinar las caracteristicas funcionales de activacion y proliferacion,
asi como, las caracteristicas fenotipicas de las células T, las muestras se analizaron
mediante citometria de flujo. Con la finalidad de presentar mayor informacion respecto a

este tema.

En este estudio piloto participaron 3 mujeres de 26, 29 y 31 afios de edad sanas. Se
obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) que posteriormente
fueron estimuladas con anti-CD3 y anti-CD28. Estas células fueron tratadas con
ampicilina (A), cefalotina (C) y eritromicina (E) a distintas concentraciones. Se utilizé un
rango de concentraciones que abarcaran las concentraciones maximas séricas de la
practica clinica: 1, 10, 25 y 50 ug/mL. Obteniendo las siguientes condiciones de estudio:
control sin estimular (-), control estimulado (+), A1, A10, A25, A50, C1, C10, C25, C50,
E1, E10, E25 y E50. Al control negativo se le afiadié unicamente suspension celular,
mientras que en el control positivo, las células agregadas fueron estimuladas con a-CD3
y a-CD28.

Los efectos de los antibioticos en las concentraciones de 1, 10, 25 y 50 yg/mL no
resultaron significativos in vitro, ni sobre la funcion ni sobre el fenotipo de las células T de
donantes humanos sanos. Los datos obtenidos en este trabajo sobre los efectos de la
ampicilina y cefalotina son similares a aquellos estudios en los que se ha informado que
al utilizar concentraciones de los betalactamicos que se observan normalmente en la
practica clinica no se presentan efectos supresores significativos en las células T. En
otras investigaciones se ha encontrado que las cefalosporinas suprimieron las respuestas
proliferativas a partir de concentraciones de 25 ug/mL. Mientras que, en los macrélidos
obtuvimos datos que contrastan con la literatura. Ya que, en varios estudios se han
observado efectos supresores a partir de concentraciones minimas, como es 1 ug/mL;
aumentando significativamente la supresidon funcional conforme aumenta la

concentracion.
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2. Marco tedrico

2.1. Mujeres en edad reproductiva

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la etapa reproductiva de la mujer
se define entre los 15 y los 44 afos de edad (Organizacion Mundial de la Salud, 2018).
Sin embargo, la fertilidad alcanza su punto mas alto desde el final de la adolescencia, la
cual segun la OMS comprende de los 10 a los 19 afos (Organizacion Mundial de la
Salud, 2018), hasta el final de los 20 afios; es decir que, esta fase comprende desde los
19 hasta los 29 afios de edad, y luego comienza a disminuir. La atencién primaria para
las mujeres en edad reproductiva debe incluir la evaluacion rutinaria de los objetivos
reproductivos de la mujer y sus intenciones de embarazo (planificacion reproductiva)
(Callegari et al., 2015).

El Plan de Vida Reproductiva es un protocolo creado en Estados Unidos por los
centros para el control y la prevencion de enfermedades (CDC) que consiste en un
conjunto de preguntas para guiar una conversacién sobre si una persona podria querer
ser padre y cuando (Tydén et al.,, 2016). En México se cuenta con el Programa de
Planificacion Familiar y Anticoncepcion, cuyo principal objetivo es fomentar una actitud
responsable frente a la reproduccién. Para algunos, esto puede consistir en la provisiéon
de un método anticonceptivo adecuado, mientras que para otros puede llevar a la
provision de asesoramiento y atencion para optimizar la salud antes del embarazo para
mejorar los resultados del parto y nacimiento del neonato (Secretaria de Salud, 2015).
Independientemente de la decision de la persona, es esencial que los proveedores de
atencion sanitaria traten de apoyar la autonomia y las intenciones de la paciente para que
los embarazos sean deseados, planificados y lo mas saludables posible (Tydén et al.,
2016).

Muchas mujeres que no tienen intencion de quedarse embarazadas a corto plazo
experimentaran, no obstante, un embarazo no deseado; por lo tanto, los médicos de
cabecera deben abordar de forma proactiva los planes anticonceptivos de la mujer y los
riesgos de salud previos a la concepcion siempre que sea posible en cada visita
(Callegari et al., 2015).

Debido a todos los cambios que ocurren en el cuerpo de la mujer durante el
embarazo, el periodo preconcepcional se reconoce cada vez mas como una "ventana de
oportunidad" para mejorar los resultados relacionados con la salud materna, fetal e
infantil (De Wolff et al., 2021).
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2.2. El sistema inmune

El sistema inmune comprende muchas estructuras y procesos biolégicos dentro de
un organismo para distinguir lo extrafio de lo propio y para reaccionar ante lo no propio
(Wik & Skalhegg, 2022). Si bien se hace referencia al “sistema inmune”, es importante
comprender que existen dos sistemas de respuesta interconectados: innato y adaptativo
(Punt et al.,, 2020). El reconocimiento de patdgenos invasores por parte del sistema
inmune innato es crucial para una respuesta inmune adaptativa eficaz, por lo que, si un
patdgeno concreto evade el sistema inmune innato, la respuesta posterior del sistema

adaptativo puede ser muy deficiente (Kim et al., 2019).

Asimismo, el sistema inmune cuenta con una red especializada de érganos. La
organizacion del sistema inmune dentro de estos érganos permite una respuesta inmune
regulada capaz de producir rapidamente un gran numero de células que pueden detener
una infeccion en expansion. Desde estos reservorios inmunologicos pueden liberarse
células y moléculas inmunitarias que penetran en casi cualquier tejido del organismo

(McComb et al., 2019). Los 6rganos linfoides se clasifican en:

e Primarios, que incluyen la médula ésea y el timo; son sitios donde las células

inmunitarias se desarrollan a partir de precursores inmaduros (Punt et al., 2020).

e Secundarios, incluidos el bazo, los ganglios linfaticos y los sitios especializados en
el intestino y otros tejidos de la mucosa; son zonas donde los linfocitos maduros
especificos para un antigeno, primero se encuentran con el antigeno y después

comienzan su diferenciacion en células efectoras y de memoria (Punt et al., 2020).

Uno de los componentes mas importantes del sistema inmune son las citocinas.
Consideradas el lenguaje de este sistema, las citocinas cuentan con funciones de
inmunoregulaciéon (p.ej. IFN-y), pro-inflamacion (IL-1, TNF-a), anti-inflamacién (TGF-(,
IL-10), crecimiento (CSFs), diferenciacion (IL-4, IL-13) y quimiocinas (CXCL9) (Riedel et
al., 2020).

Las primeras lineas de defensa contra los patégenos infecciosos son las barreras
fisicas y quimicas de la piel y las mucosas, que separan el medio externo del interno. Las
barreras anatémicas se defienden contra la colonizacién microbiana mediante una
variedad de mecanismos: mecanicos (cilios, flujo de liquido, contraccion del musculo
liso), quimicos (pH, enzimas, péptidos antimicrobianos) y celulares (macréfagos
residentes y células dendriticas) (Punt et al., 2020). Por su parte, el antagonismo
microbiano por parte de la microbiota (microorganismos comensales), actiua como una
barrera biolégica. Cada una de estas especies compiten por nutrientes, por lo cual

desarrollan estrategias para coexistir y defender su nicho (Levinson et al., 2022).
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Otras barreras biologicas primarias son la inmunoglobulina (Ig) A y el sistema del
complemento. La IgA secretada por las superficies mucosas se une a bacterias, virus y
toxinas, y asi evita que se adhieran a la capa epitelial. Mientras que el sistema del
complemento, compuesto por mas de 20 proteinas, en este contexto se encarga de lisar
bacterias y membranas celulares, opsonizar microbios potencialmente patdégenos e
inducir una respuesta inflamatoria que ayuda a guiar a los leucocitos (granulocitos,
monocitos y linfocitos) hacia el sitio de la infeccidon (Punt et al., 2020; Levinson et al.,

2022).

Organos linfoides primarios
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Figura 1. Vision general del sistema inmune. Modificada de Punt et al., 2020
APC: Células presentadoras de antigenos (del inglés, antigen-presenting cells)

SLO: Organo linfoide secundario (del inglés, secondary lymphoid organ)

La ruptura de las barreras permite a los patdégenos entrar en el organismo (Fig. 1),

por lo que se requiere la activacion del sistema inmune innato para eliminar la infeccion

(Wik & Skalhegg, 2022).
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Las respuestas inmunes innatas se producen entre unos minutos y varias horas

después de la exposicion inicial a patégenos o toxinas, y se considera generalmente

como rapida e inespecifica con falta de memoria, lo que permite que la respuesta inmune

innata impida la invasion microbiana a través de una variedad de tipos celulares (Kim et

al., 2019). Los tipos de células inmunes innatas de respuesta rapida son los granulocitos

(células polimorfonucleares: neutrdéfilos, eosindfilos y baséfilos), los mastocitos, los

macrofagos y las células dendriticas (Levinson et al., 2022) (Tabla 1).

Tabla 1
Células inmunes innatas

Célula Caracteristicas

Macréfago Fagocitos grandes,
localizados en todos
los tejidos, expresion

del MHC de clase |l

Célula
dendritica

Célula centinela con
ramas largas; residen
en barreras epiteliales

y érganos linfoides

secundarios; expresion

de MHC de clase I

Neutrofilo Leucocito mas
abundante en la
sangre y el primero en
responder ante un
tejido inflamado o
necroético
Eosindfilo El principal contenido
de los granulos de los
eosinodfilos es de
proteina basica; la
eotaxina los recluta en
el tejido inflamado

Basdfilo Presente en baja
frecuencia en la

sangre

Mastocito Distribuido a través de
los tejidos alrededor de

la vasculatura

Funciones clave

Engulle y mata varias
clases de
microorganismos,
elimina desechos,
repara tejidos

Captacion y
presentacion de
antigenos, incluida la
presentacion cruzada

Engulle y mata
bacterias y hongos,
digiere desechos
celulares

Las proteinas
granulares son toxicas
para las células;
implicado en el asmay
las enfermedades
alérgicas; protector
contra las infecciones
invasivas por helmintos

Libera histamina,
proteasas, quimiocinas
y citocinas; contribuye

a la enfermedad
alérgica y la anafilaxia

Interaccion con inmunidad
adaptativa

Poseen receptores IgG de
superficie que facilitan la
fagocitosis (opsonizacion),
activados por IFN-y, TNF-a de
las células T, APC profesional

APC profesional, principal
responsable de la activacion
de las células T virgenes

Atraido hacia los tejidos por
las quimiocinas, que
aumentan con la IL-17
derivada de las células T

Receptores de IgE de
superficie; maduracion y
supervivencia respaldadas por
la IL-5 de las células T

Los receptores de IgE
contienen moléculas de IgE
que buscan antigenos

Modificada de Levinson et al., 2022
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La respuesta celular del sistema innato también implica receptores codificados en la
linea germinal capaces de identificar patrones moleculares comunes asociados a
patdgenos (Kim et al., 2019). Las células presentadoras de antigenos (APC), como los
macrofagos y las células dendriticas, poseen receptores de reconocimiento de patrones
que reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos caracteristicos de virus y
bacterias, asi como, patrones moleculares asociados a dafos (Kim et al., 2019; Wik &
Skalhegg, 2022). Los receptores de reconocimiento de patrones mejor estudiados son los
receptores tipo Toll, los cuales reconocen rapidamente moléculas sefial, como el
lipopolisacarido de membrana externa de las bacterias gramnegativas, e inician la
activacion de vias antimicrobianas para la eliminacién directa de las bacterias (Kim et al.,
2019).

Tanto las células dendriticas como los macréfagos suelen denominarse células
presentadoras de antigenos debido a su eficaz capacidad para internalizar patdégenos y
presentar péptidos patdgenos en su superficie celular. El término antigeno se refiere a
una molécula que puede evocar una respuesta inmunitaria adaptativa especifica, y en
este caso, el antigeno son los fragmentos de péptidos patégenos. Las células capaces de
presentar antigenos pueden subclasificarse como APC profesionales o no profesionales.
Las APC profesionales, como los macréfagos, las células dendriticas y las células B,
también expresan moléculas coestimuladoras de la superficie celular para activar las
células T virgenes, como CD80 y CD86; mientras que las APC no profesionales, como un
fibroblasto, una célula epitelial timica o una célula endotelial vascular, sélo expresan el
complejo principal de histocompatibilidad (MHC)-I en presencia de determinadas citocinas

y no expresan moléculas coestimuladoras (McComb et al., 2019).

En muchos casos, el patégeno infeccioso es eliminado por las rapidas acciones de
la respuesta inmune innata descritas anteriormente. Sin embargo, en algunos casos se
requiere una respuesta mas especifica. Por esta razén, mientras que algunas células
inmunes innatas participan en el ataque directo al patégeno, los macréfagos y las células
dendriticas también transportan patégenos y/o restos de patdégenos a un ganglio linfatico

para activar la inmunidad adaptativa (McComb et al., 2019) (Fig.1).

La rama adaptativa de la respuesta inmune evoluciona en tiempo real en respuesta
a la infeccién y se adapta (de ahi el nombre) para reconocer, eliminar y recordar mejor al
patdbgeno invasor. Las respuestas adaptativas implican un sistema complejo e
interconectado de células y sefales quimicas que se unen para finalizar el trabajo
iniciado durante la respuesta inmune innata (Punt et al., 2020). La inmunidad adaptativa
consiste en linfocitos By T (células B y T), que reconocen y atacan especificamente a los

patdgenos invasores (Kim et al., 2019) (Fig.1).
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Las células B se activan y se diferencian en células plasmaticas que producen
inmunoglobulinas, comunmente denominadas anticuerpos, tras la interaccion entre
antigenos solubles que se unen al receptor de células B (BCR). Por otro lado, las células
T se activan mediante interacciones célula a célula cuando el receptor de células T (TCR)

encuentra antigenos peptidicos que les presentan las APC (Wik & Skalhegg, 2022).

Las APC presentan antigenos a través de las moléculas MHC-I o MHC-II, que
interactian con las dos subpoblaciones principales de células T, las células T CD8" y
CD4*, respectivamente. Las células T CD8* también se denominan linfocitos T citotoxicos
(CTL), mientras que las células T CD4" se designan como células T cooperadoras o
helper (Th) (Wik & Skalhegg, 2022).

Un atributo particularmente significativo y Unico de la rama adaptativa de la
respuesta inmune es la memoria inmunoldgica (Punt et al., 2020). Una vez eliminado el
patégeno invasor, la mayoria de las células adaptativas mueren y dejan tras de si
subconjuntos de células de memoria (Fig.1). Estas células de memoria ofrecen una
respuesta inmune secundaria, la cual es mas rapida y eficaz en caso de reinfeccion,
ademas, estas células pueden sobrevivir de 8 a 15 afos en promedio (aunque existen

casos reportados de respuestas mas longevas) (Pennock et al., 2013; Punt et al., 2020).

Es conveniente recalcar que para casi todas las funciones del sistema inmune
adaptativo la respuesta de las células T es fundamental. La respuesta de las células T se
puede dividir en tres etapas principales: activacion, diferenciacién y formacién de células

de memoria (Pennock et al., 2013).

2.2.1. Activacion, diferenciacion y memoria de células T

2.2.1.1. Desarrollo y activacion de células T

Los linfocitos T son una subclase de leucocitos derivados de las células madre
hematopoyéticas de la médula 6sea. Comienzan a madurar cuando un pequefio humero
de células precursoras de linfocitos migran al timo. Cuando estas células precursoras
llegan al timo, carecen de las moléculas detectables de superficie CD4 y CD8
(CD4CD8"), de ahi que se les denomine células doble negativo (DN) (Kim et al., 2019;
Punt et al., 2020). Los linfocitos T DN se pueden dividir en cuatro subconjuntos, DN1 a
DN4, en funcion de la presencia o ausencia de otras moléculas de la superficie celular
(Tabla 2). Entre estas moléculas se incluyen el c-Kit (CD117), el cual es un receptor del
factor de crecimiento de las células madre; CD44, una molécula de adhesién; y CD25, la
cadena a del receptor de la interleucina (IL)-2 que promueve la proliferacion de las

células T activadas (Punt et al., 2020).
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Tabla 2
Desarrollo de los timocitos doble negativo (DN)

Subconjunto Fenotipo Ubicacion Descripcion de la etapa
DN1 c-Kit (CD117)™*,  De la médula 6sea al Migracion al timo; no expresan
CD44*, CD25 timo ninguna proteina receptora de células

T en su superficie

DN2 c-Kit (CD117)™,  Corteza subcapsular  Reorganizacion de las cadenas y, & y
CD44*, CD25* B de TCR; compromiso al linaje de
linfocitos T
DN3 c-Kit (CD117)", Corteza subcapsular Unién al linaje de los linfocitos T de
CD44, CD25" tipo TCR-yd o TCR-ap; la seleccién de
la cadena B lleva a la etapa DN4
DN4 c-Kit (CD117)bar", De la corteza Comienza el reordenamiento del locus
CD44, CD25 subcapsular a la de la cadena a; el timocito se
corteza convierte en doble positivo (DP)

Modificada de Punt et al., 2020.

Los linfocitos T de tipo TCR y® y TCR-af mencionados en la etapa DN3 (Tabla 2)
desempefan funciones importantes en el sistema inmune. Los linfocitos TCR-a8 son los
participantes dominantes en la respuesta adaptativa en 6érganos linfoides secundarios,
mientras que, los linfocitos TCR-yd actuan particularmente en la proteccion de los tejidos
de nuestras barreras anatémicas proporcionando una primera linea de ataque contra los
microbios invasores. La eleccion de convertirse en un linfocito T af o yd esta
determinada por la rapidez con la que los genes que codifican cada una de las cuatro
cadenas de receptores se reorganizan con éxito. El reordenamiento de los loci B, vy, ©
comienza durante la etapa DN2. Para que una célula se convierta en T af, esta debe
generar una cadena de proteina TCR f, un evento que depende de un solo
reordenamiento V(D)J en la estructura. En cambio, para convertirse en una célula yd, un
timocito debe generar dos proteinas funcionales que dependen de dos eventos de
reorganizacion separados en la estructura. De ahi que, la probabilidad favorece el evento
unico vy, de hecho, los linfocitos T tienen al menos tres veces mas probabilidades de
convertirse en linfocitos TCR-af que en linfocitos TCR-yd (Punt et al., 2020). Al finalizar la
etapa DN4, la poblacién de TCR-af ahora expresa tanto CD4 como CD8 (CD4*CD8"), y
esta lista para la segunda etapa del desarrollo de los linfocitos T: la seleccion. Durante
esta nueva etapa se seleccionan a los timocitos que tienen receptores capaces de unirse
a las moléculas de MHC propias con baja afinidad y se descartan aquellos que al tener

alta afinidad pueden resultar en autotolerancia (Punt et al., 2020).
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La seleccién positiva de los timocitos doble positivos conduce a dos linajes distintos
en los que los linfocitos T maduran en timocitos unipositivos que expresan glicoproteinas
CD4*CD8 o CD4CD8" (Kim et al., 2019; Punt et al., 2020).

Cada TCR es esencialmente unico y es responsable de la especificidad de las
células T. La recombinacién exitosa de un TCR funcional y la salida del timo dan lugar a
una célula T madura de tipo "naive" (también denominada virgen o ingenua), capaz
principalmente de migrar a través de los tejidos linfoides secundarios y la circulacion
periférica, pero todavia incapaz de producir cualquier tipo de respuesta que pueda
proteger contra el desafio infeccioso. Para que una célula T virgen pueda generar una
respuesta inmune, requiere ser activada. Lo cual implica interacciones coordinadas entre
una serie de moléculas de la célula T y una APC (Pennock et al., 2013). Recapitulando,
las APCs, como las células dendriticas, son células que portan un péptido antigénico
derivado del agente infeccioso, unido de forma no covalente a una molécula MHC de
clase | o de clase Il (Pennock et al., 2013; Punt et al., 2020).

En la fase inicial de la activacion de las células T, los TCR se unen a moléculas CD3
que permiten la transduccion de sefiales descendentes y movilizan a las células T para
interactuar con las APCs (Kim et al.,, 2019). Cada TCR también se asocia con un
correceptor CD4 o CD8, dependiendo del tipo de célula T (CD4*CD8 o CD4CD8"). Estas
dos moléculas se unen al MHC (clase | para CD8 y clase Il para CD4), estabilizando aun
mas la interaccion entre la célula T y la APC (Fig. 2) (Pennock et al., 2013). Al mismo
tiempo, la interaccion TCR-MHC requiere de sehales coestimuladoras para inducir una
activacion adecuada de las células T, esto se conoce como la hipotesis de las dos
sefiales (Kim et al., 2019).

EH

Citocinas
(p.ej. IL-2)

N

Antiggno
@ MHC

4 = TCR 4

Expresion génica -CD4/CDs8

| Sefal2 =
b 2 CD2s/ [CD80/86

Célula T Naive

Célula presentadora

de antigeno

Figura 2. Seriales necesarias para la activacion de células T. Modificado de Lee et al., 2020.
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La primera sefial es la activacién por el acople de la APC al TCR y la sefial 2 se da
por el acople de moléculas coestimuladoras (Punt et al., 2020). La coestimulacion se
produce cuando el CD28 presente en las células T se une a CD80 y CD86 de las APC
(Fig. 2) (Pennock et al., 2013; Kim et al., 2019).

En el caso de ausencia de sefales coestimuladoras o presencia de sefales
coinhibidoras, la sefalizacion uUnica a través del TCR induce a un estado de falta de
respuesta funcional denominado anergia clonal. Este estado de inactividad de las células
T esta caracterizado por la ausencia de proliferacion celular y de produccién de citocinas

en respuesta a una estimulacion posterior (Punt et al., 2020).

Por otra parte, numerosas lineas de investigacion han sugerido que, aunque la
interaccion de CD28 es una segunda sefal necesaria, las células T requieren de una
tercera sefal para su activaciéon completa (Fig. 2). Los datos indican que las citocinas del
medio desempefian un papel importante en la proliferacién (p.ej. IL-2) y en la direccién de
la diferenciacion de las células T (citocinas polarizantes), siendo asi estimuladas a células
efectoras apropiadas para el atague inmunoldgico al que se dirigen (Pennock et al., 2013;
Punt et al., 2020).

La IL-2 es una de las mas conocidas citocinas involucradas en la activacion de las
células T y desempefia un papel clave en la induccion de la proliferacion 6ptima de las
células T (Punt et al., 2020). Ademas, esta citocina puede definirse como una citocina
pleiotropica con diferentes funciones que van desde impulsar la proliferacion de células T,
apoyar la activacion de células natural killer (NK) hasta la induccién de la transcripcion de
genes proapoptoticos (Zelante et al., 2012). La IL-2 se desempefa de manera autocrina y
paracrina, es decir, actia a través de los propios receptores de la célula que la produce y
sobre los receptores de las células proximas a la célula secretora, respectivamente. De
esta manera, las IL-2 del medio y las de la célula T activada, estimulan una cascada de

sefiales intracelulares que aumentan la proliferacion (Pennock et al., 2013).

Los TCR vy las sefales coestimuladoras inducen la transcripcion de genes tanto para
IL-2 como para la cadena a (CD25) del receptor de alta afinidad para IL-2 (IL-2R). Estas
sefiales juntas, también mejoran la estabilidad del ARNm de IL-2. El aumento combinado
de la transcripcion de IL-2 y la estabilidad mejorada del ARNm de IL-2 da como resultado
un incremento de 100 veces en la produccion de IL-2 por parte de la célula T activada. La
secrecion de IL-2 y su posterior unién al IL-2R induce a las células T virgenes activadas a
una proliferacion acentuada. De modo que, las tres sefiales en conjunto conducen a la
proliferacién de las células T, al inducir colectivamente un programa transcripcional que
da lugar a una produccién/secrecion robusta de IL-2 (Pennock et al., 2013; Punt et al.,
2020).
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Las citocinas polarizantes, por otro lado, son las responsables de guiar a una célula
Th, hacia uno de sus varios diferentes destinos efectores (Punt et al., 2020). Las células
T CD4" pueden agruparse en varios subconjuntos e incluyen a las células Th1, Th2, Th9,
Th17, Th22, asi como a las células T foliculares cooperadoras o helper (Tth) y las células
T reguladoras (Tregs) (Wik & Skalhegg, 2022).

2.2.1.2. Diferenciacion de células T

La funcién de los linfocitos T varia en funcion de la subclase de células T, entre las
que se incluyen: las células Th, las células Treg, las células T de memoria y las CTL (Kim
et al.,, 2019). En lo que concierne a las células T de memoria, nos enfocaremos en sus
funciones y subclasificaciones en la siguiente seccién. Existen otros subconjuntos de
células T menos prominentes, aunque no necesariamente menos importantes, como son

las células T y0 y las células T NK (Punt et al., 2020).

Una amplia generalizacion segrega la funcién de ayuda a las células T CD4"y la
funcion citotéxica a las células T CD8" (Pennock et al.,, 2013). Las células T CD4*
activadas adquieren la capacidad de segregar factores que mejoran la activacion y
proliferacion de otras células inmunes. Por otro lado, las células T CD8" tienen la
capacidad de reconocer el péptido unido al MHC de clase |, el cual se expresa en casi
todas las células del cuerpo excepto eritrocitos; de ahi que, las CTL estan perfectamente
preparadas para limpiar el cuerpo de las células que han sido infectadas internamente
con el patégeno que causo su activacion (Punt et al., 2020). Es importante sefialar que,
aunque estas son las funciones canodnicas de las células T CD4* y CD8", recientemente
también se ha puesto de manifiesto que el subconjunto CD4* de células T puede ser
citotoxico por si mismo. Estas células T CD4" citotdxicas pueden inducir la muerte celular
mediante la interaccion con péptidos presentados en el MHC-II, de forma similar al
mecanismo utilizado por los CTL CD8" (Wik & Skalhegg, 2022).

Las respuestas de las células T CD4" colaboradoras apoyan a la respuesta inmune
mediante la generacién de citocinas y quimiocinas que activan a las células vecinas para
que realicen funciones especificas (citocinas) o recluten nuevos subconjuntos de células
inmunes en los lugares donde se encuentran los patégenos (quimiocinas) (Pennock et al.,
2013). En concreto, cabe mencionar que las células T CD4" participan indirectamente en
la eliminacion de la infeccion modulando la actividad de otras células inmunes, como
macrofagos, neutrdfilos, células B y CTL (Wik & Skalhegg, 2022). Respecto a su
desarrollo, las células T virgenes conservan su especificidad mediante la expresion de su
TCR unico, pero siguen sin comprometerse con su destino cooperador hasta que la
activacion de su TCR va acompafnada de la integracion de sefiales moleculares aguas

abajo de sus receptores de citocinas (sefial 3 de activacion) (Pennock et al., 2013).
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La interaccion entre los patdgenos y los PRR de las células del sistema inmune

innato dan lugar a la produccion de diversas citocinas inflamatorias. De ahi que, en

respuesta al entorno especifico de citocinas, las células T estimuladas por antigenos se

programaran genéticamente en una variedad de subconjuntos potenciales que poseen

mecanismos efectores apropiados para eliminar al patégeno (Wik & Skalhegg, 2022).

Tabla 3

Regulacién y funcién de los subconjuntos T cooperadores

Subcon
junto

Th1

Th2

Th9

Th17

Th22

Tth

Treg

Citocinas

polarizantes

IL-12
IFN-y

IL-4

IL-4
TGF-B

IL-6
+ TGF-B,
IL-21, IL-23

IL-6
TNF-a

IL-6
IL-21

IL-2
TGF-B

Regulador Citocinas Funciones efectoras
transcripcional efectoras
maestro
T-Bet IFN-y eCombate a patégenos intracelulares al
TNF-a activar a macrofagos y aumentar sus
propiedades fagociticas y de
presentacion de antigenos
GATA-3 IL-4 eElimina parasitos al activar a eosindfilos,
IL-5 mastocitos y basofilos
IL-13 ePromueve que las células B produzcan
isoformas IgE e IgA, que circulan hacia
las superficies mucosas y neutralizan
futuras amenazas de encuentro
parasitario
PU.1 IL-9 eProtege contra patégenos extracelulares
IL-4 e interviene en la respuesta inmune
IL-13 antitumoral
ePermite la activacion y expansién de los
mastocitos
RORyt IL-17A  eCombate la invasion fungica y bacteriana
IL-17F en las superficies de las mucosas
IL-22 e Activa fuertemente a neutrdfilos
AHR IL-22 eCombate los patdgenos extracelulares,
principalmente en la piel
Bcl-6 IL-21 eFavorece el desarrollo del centro germinal
IL-4 de las células B y promueve la
generacién robusta de anticuerpos de alta
afinidad
FoxP3 IL-10 eMantiene la tolerancia a los
TGF-B autoantigenos, suprime las enfermedades

autoinmunes e inhibe la respuesta
inmune de otras células

(Pennock et al., 2013; Kim et al., 2019; Punt et al., 2020)
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Las respuestas de las células T colaboradoras se clasifican en subconjuntos Th,
entre los principales se incluyen a las células Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, asi como a las

células Tfh y células Treg (Pennock et al., 2013).

Los subconjuntos de células T CD4" se definen por la expresién diferenciada de
moléculas de superficie y por la producciéon enddgena de citocinas, que son impulsadas
por la presencia de citocinas extracelulares y la activacion de factores de transcripcion
clave (Wik & Skalhegg, 2022) (Tabla 3).

Por otro lado, las células T virgenes se diferencian en CTL al reconocer sus
antigenos en presencia de las citocinas IFN-a/f e IL-12 y se programan, al igual que las
células CD4" Th1, mediante el factor de transcripciéon T-bet; aunque, su diferenciacién
también se ve favorecida por el factor de transcripcion eomesodermina (EOMES)
(Pennock et al., 2013). Los CTL se especializan en eliminar activamente las células que
contienen el antigeno especifico, como virus, células cancerosas y otras células
anormales con funciones celulares patoldgicas (Kim et al., 2019). Los CTL generan
grandes cantidades de IFN-y y TNF-a (Pennock et al., 2013), estas citocinas aceleran
aun mas la respuesta inmune innata y adaptativa contra los patégenos intracelulares
(Mittricker et al., 2014). Asimismo, los CTL producen grandes cantidades de vesiculas
secretoras que, cuando se liberan en estrecho contacto con otras células, lisan
directamente a las células vecinas (Pennock et al., 2013). La actividad citolitica se
desempefia en primer lugar mediante el reconocimiento de las células que presentan
antigeno en forma de péptido/MHC de clase | en su superficie, por las CTL; recordando
en este punto que la mayoria de las células expresan MHC-I, excepto los eritrocitos. La
unidon con el TCR posteriormente dirige las vesiculas liticas a la region de interaccion
TCR-MHC. Las citotoxinas diseminadas en la sinapsis entre las células (perforinas),
crean poros en la célula diana que permiten la entrada de proteasas, incluida la granzima
B, que inducen la apoptosis (Pennock et al., 2013; Kim et al., 2019; Wik & Skalhegg,
2022). De este modo, las células T CD8" que reconocen antigenos asociados a tumores

pueden lisar células cancerosas tras un encuentro competente (Pennock et al., 2013).

Es importante sefialar que cuando cualquiera de estos procesos de diferenciaciéon
tiene lugar de forma desregulada, ya sea inflexible o excesivamente robusta, puede dar
pie a enfermedades inmunoldgicas (Pennock et al., 2013). Mientras que las células Th1y
Th17 estan implicadas en la autoinmunidad vy, las Th2 y Th9 en las respuestas inmunes
alérgicas, las células Th22 parecen estar implicadas tanto en la autoinmunidad como en
la alergia. Las células Th9, ademas, se han implicado recientemente en la inmunidad
tumoral y en la promocién de la tolerancia a los 6rganos trasplantados (Pennock et al.,
2013; Wik & Skalhegg, 2022).

24



Las respuestas citotdxicas y Th1 tienen consecuencias letales cuando la respuesta
natural del huésped, o la intervencién terapéutica, van demasiado lejos y provocan un
bolo masivo de citocinas inflamatorias (es decir, una tormenta de citocinas), lo que lleva al
huésped a un shock pirogénico (Pennock et al., 2013). Las actividades de los
subconjuntos de células T estan equilibradas en parte por una subpoblacién Unica de
células CD4", las Treg (Wik & Skalhegg, 2022) (Tabla 3).

Las células Treg son vitales para la homeostasis inmune y la autotolerancia,
amortiguan la inflamacion y previenen el desarrollo de enfermedades autoinmunes; pero
si presentan un exceso de actividad, también pueden estar implicadas en la persistencia

de células oncogénicas (Pennock et al., 2013; Wik & Skalhegg, 2022).

2.2.1.3. Células T de memoria

Las células T atraviesan varios procesos, en primer lugar son activadas, después
pasan por un proceso de expansion (proliferaciéon) y por la generacién de células
efectoras, luego, por una contraccion del numero de células y, finalmente, inician el "pool"
(reserva) de células de memoria. Tras eliminar al patégeno, alrededor del 90-95% de las
células sufren apoptosis durante la contraccion y el 5-10% restante se diferencia en
células T de memoria (Ratajczak et al., 2018; Punt et al., 2020). A continuacion, las
células T de memoria forman distintos subconjuntos: células T de memoria central (Tcm),
células T de memoria efectoras (Tem), células T de memoria residentes en el tejido (Trm),
células T reguladoras (mTreg) y células T de memoria madre (Tscm) (Ratajczak et al.,
2018). Esta reserva de células de memoria poseen fenotipos y funciones adaptados para

responder a la reinfeccion (Pennock et al., 2013).

Independientemente de su fenotipo especifico, el conjunto de células T de memoria

difiere de las células virgenes en tres parametros importantes (Pennock et al., 2013):

> La frecuencia de células que permanecen como reserva es superior a la frecuencia
precursora de células virgenes que estaban presentes antes del primer encuentro
con el patégeno. La reserva de células T de memoria antigeno-especificas permite
que el cuerpo se encuentre mas vigilado en caso de reinfeccion (Pennock et al.,
2013).

> Las células de memoria tienen la capacidad de acceder tanto a los tejidos SLO
como a los periféricos, incluso en condiciones de homeostasis. A diferencia de la
respuesta primaria, en la que los patrones de trafico de las células T virgenes las
obligan a esperar en el SLO hasta que el antigeno y/o las APC les presenten el
antigeno dias después de la infeccion inicial, la presencia de células de memoria in

situ permite su respuesta inmediata al reencuentro con un patégeno (Pennock et
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al., 2013).

Esto contribuye a reducir drasticamente el tiempo de respuesta secundaria. Un
aspecto interesante de la respuesta inmediata de las células de memoria es que su
produccién de quimiocinas y citocinas efectoras sirve para atraer a muchas células
inmunes innatas como efectoras. Asi, mientras que la calidad y cantidad de la
activacion inmune innata facilita la respuesta adaptativa primaria, en la respuesta
secundaria es la respuesta adaptativa la que facilita el reclutamiento y la activacién

de las células innatas (Pennock et al., 2013).

> Las células de memoria son mas sensibles a la estimulacion del antigeno a través
de su TCR y son algo menos dependientes de las moléculas coestimuladoras para
permitir su respuesta productiva. Como resultado, las células de memoria son
capaces de efectuar una respuesta inmune a la presentacion de cantidades
minimas de antigeno durante las primeras horas de la reinfeccion (Pennock et al.,
2013).

En conjunto, las funciones de las células T de memoria producen una respuesta in
situ a la reinfeccion en una fraccién del tiempo que tarda la respuesta primaria (la
respuesta de las células T suele alcanzar su punto maximo entre 7 y 15 dias después de
la estimulacién inicial con el antigeno); ademas de una respuesta mas robusta y, por lo

tanto, mas efectiva que una respuesta primaria (Pennock et al., 2013; Punt et al., 2020).

Los distintos tipos de células T de memoria difieren entre si, en ubicacion, fenotipo y
funcién (Punt et al., 2020). Actualmente, cada subconjunto se puede definir
fenotipicamente por la expresion diferenciada de marcadores (moléculas de superficie)

(Tabla 4). Dentro de los principales marcadores utilizados con este fin, se encuentran:

e CD45RO0: Isoforma de CD45 cuya expresion permite identificar a las células T

efectoras y de memoria humanas (excepto Tscm) (Punt et al., 2020).

e CCR7 y CD62L (L-selectina): Regulan la orientacion o retorno a los 6rganos
linfoides secundarios (SLOs); mientras que CCR7 es un receptor de quimiocinas,
CD62L es una molécula de adhesion celular. Ambos marcadores se expresan
mayormente en células T virgenes, de memoria central y de memoria madre (Punt
et al., 2020).

e CD44: Marcador de activacion importante. Su nivel de expresién aumenta en
respuesta a las sefiales de activacion mediadas por TCR por lo que permite
distinguir a las células T efectoras y de memoria de sus homélogas ingenuas (Punt
et al., 2020).
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Tabla 4

Fenotipo y funcién de los subconjuntos de células T de memoria

Subcon Ubicacién Fenotipo Respuesta Funcién
junto efectora
Tem Tejidos linfoides | CD45RO*, CCR7?, IL-2, IL-4, | ePotencial robusto de
secundarios CD62L*, CD44" IFN-y y proliferacion tras el
TNF reencuentro con el antigeno.
Tem Tejidos periféricos | CD45R0O*, CCR7-, IL-4, IL-5, | eCapaces de recircular entre
no linfoides (p.ej., CD62L-, CD44" IFN-y y la sangre y los tejidos.
pullmones, granzima B oRe_zspue_sj[a temprana a la
higado) reinfeccion.

e Propiedades citotdxicas.

Trm Multiples tejidos, | CD45RO*, CCR7", IFNy e e Primera linea de defensa
en particular, tubo CD62L", CD44* IL-17 contra los agentes
digestivo, mucosa patogenos.
genital femenina, oPart|C|par_1 en la respuesta

| iel inmune directa y son
puimones, piely mediadores de la migracién
cerebro de otras células a los tejidos
re-infectados.
mTreg | Tejidos periféricos | CD45R0O*, CCR7-, IL-10 e Reducen la inflamacién
no linfoides CD62L"°, CD44* tisular sin empeorar la
eliminacion de patdégenos.

e Evitan que estos tejidos
resulten dafiados en la
infeccion secundaria.

(Khantakova et al., 2022)

Tscm Tejidos linfoides | CD45RO-, CCR7", — e Rapida diferenciacion en

secundarios

CD62L*, CD44"

células T efectoras .
e Gran potencial de
regeneracion
(Wang et al., 2021)

*/~7indican el nivel de expresion (3*°°) (dado por la intensidad de fluorescencia por

2.2.2. Marcadores de superficie celular

citometria de flujo); '°: bajos niveles de expresion.

(Ratajczak et al., 2018)

Los marcadores de superficie celular son proteinas o carbohidratos que se expresan

en la superficie de las células, unidas a la membrana celular y que a menudo actuan,

convenientemente, como marcadores de tipos celulares especificos. Existen multiples

métodos para determinar los marcadores de superficie celular presentes en las células de

una poblacion (Bradley, 2020).
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Estos métodos incluyen la citometria de flujo, técnica que permite detectar multiples
marcadores de superficie celular en una célula al hacer pasar células individuales a
través de un laser altamente focalizado (Bradley, 2020). Los marcadores de superficie
celular permiten, entonces, distinguir ampliamente a los subconjuntos de células T

virgenes, efectoras y a los diversos tipos de células T de memoria (Punt et al., 2020).

Algunos de los principales marcadores utilizados para identificar las células T en sus

subconjuntos son:

e CD3, CD4 y CD8: CD3 es una molécula de membrana presente en las células T,

por lo que esta presente en todas las etapas del desarrollo de las células T y
permite distinguirlas de otros tipos celulares. Por otro lado, los marcadores CD4 y
CD8 identifican las subpoblaciones T cooperadores y T citotoxicos,

respectivamente (Barrero et al., 2001)

e CD45R0O y CD45RA: CD45RA y CD45RO son isoformas del antigeno CDA45.

CD45RA es la isoforma larga y se expresa en las células T virgenes. Mientras

que CD45RO0 es la isoforma mas corta y se expresa en las células T de memoria
(Seattle Children's Hospital, 2023).

e (CD25: CD25 es la cadena alfa del receptor trimérico de IL-2 y se considera el
marcador de activacion celular mas destacado. Se considera de expresion tardia,
debido a que se incrementa a las 24 horas de la estimulacion del complejo

TCR/CD3 y permanece elevada durante unos dias (Bajnok et al., 2017).

e Ki-67: Ki-67 es una proteina nuclear asociada al ciclo celular (no especifica de
células T). La cuantificacion de Ki-67 es actualmente uno de los métodos mas
utilizados para evaluar la proliferacion de células T debido a su expresion durante
todas las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y fase M) y a su ausencia en

células quiescentes (G0) (Di Rosa et al., 2021).

El hecho de poder diferenciar los subconjuntos celulares resulta crucial para
comprender la respuesta y el perfil inmune de las células T de mujeres en edad

reproductiva al ser tratadas con cefalotina, ampicilina y eritromicina.
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2.3. Antibioticos
2.3.1. Generalidades

Un antibidético es una sustancia antimicrobiana, cuyo origen puede ser natural
(producida por microorganismos), semisintético o sintético. Los antibidticos tienen la

capacidad de inhibir el crecimiento e incluso de destruir bacterias (Mohr, 2016).

Desde hace miles de afios, los efectos terapéuticos de los microorganismos, como
hongos, levadura de cerveza y mohos, son conocidos por su valor en el tratamiento de
heridas infectadas. Aunque los practicantes no eran capaces de explicar el fendémeno del
efecto, los utilizaban para aplicaciones médicas. También los compuestos bioactivos de
las plantas se utilizaron médicamente (Mohr, 2016). En 1546, el erudito italiano Girolamo
Fracastoro propuso particulas transmisibles e imperceptibles similares a semillas
(seminaria morbi) como agentes causales del brote de ciertas enfermedades. No
obstante, tuvieron que pasar varios siglos para demostrar que las bacterias son un
ejemplo de tales "particulas". Entretanto, el médico hungaro Ignaz Semmelweis,
reconocié la importancia de la higiene en los hospitales; este médico sugirié e impuso el
lavado de manos con soluciones de cal clorada antes de las exploraciones a las
pacientes ginecolégicas, con lo cual salvo varias vidas de la fiebre puerperal. Mientras
que, el cirujano escocés Sir Joseph Lister trataba las heridas de cirugia con soluciones de
fenol (acido carbdlico) para evitar infecciones. Introduciendo ambos de esa manera, a
mediados del siglo XIX, la antisepsia (Zaffiri et al., 2012; Nicolaou & Rigol, 2017).
Posteriormente, en la segunda mitad del siglo XIX, el quimico y bacteriélogo Louis
Pasteur contribuyé fundamentalmente a nuestra comprensién de las causas subyacentes
de las enfermedades infecciosas mediante sus estudios experimentales con bacterias
que culminaron en su teoria germinal de la enfermedad; segun la cual los contagios se
deben a la capacidad de los microorganismos para transmitirse de una persona a otra a
través del aire o del contacto fisico. Finalmente, las aportaciones posteriores del médico
aleman Robert Koch también resultaron transformadoras. Sus descubrimientos, incluidos
los llamados cuatro "postulados de Koch" que establecen una relacion causal entre los
microbios y las enfermedades, impulsaron la bacteriologia hacia su era moderna
(Nicolaou & Rigol, 2017).

Los antibioticos han repercutido no sélo en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas, sino también en la sociedad, al modificar la morbilidad y la mortalidad. Se
estima que la disponibilidad generalizada de antibidticos ha afiadido 30 afios a la
esperanza de vida humana en los paises desarrollados (Zaffiri et al., 2012; Singh et al.,
2017).
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La primera década del siglo XX fue testigo de la aparicion del primer agente
antimicrobiano fabricado por el hombre, la arsfenamina (Salvarsan). A partir de 1906,
Ehrlich y su grupo empezaron a sintetizar y probar compuestos derivados del acido
arsanilico (atoxilo) contra cepas bacterianas. En 1909, Ehrlich y su ayudante Sahachiro
Hata descubrieron que el compuesto 606 era eficaz contra las cepas bacterianas de
Spirochaetes y contra el protozoo Trypanosoma, hallazgos que condujeron a ensayos
clinicos y, finalmente, a la comercializacién del farmaco para el tratamiento de la sifilis y la
tripanosomiasis (Nicolaou & Rigol, 2017). Continuando el trabajo de Ehrlich sobre el
efecto del colorante en los microorganismos, se introdujo al mercado el primer antibiético
sulfa: Prontosil; el cual, fue ampliamente conocido en esa época por curar al hijo del en
ese periodo presidente de los Estados Unidos, quien estaba afectado por una infeccion

séptica de garganta por estreptococos (Zaffiri et al., 2012).

Anos después, el concepto de tratamiento antimicrobiano se vio revolucionado por
los trabajos de Alexander Fleming y su famoso descubrimiento. Fleming después de
llegar de vacaciones a su laboratorio y encontrar contaminacion por hongos (Penicillium
notatum, ahora Penicillium chrysogenum) en colonias de Staphylococcus aureus, llegd a
la conclusion de que el hongo debia de excretar una sustancia que mataba a las
bacterias, y le dio el nombre de penicilina en marzo de 1929. A pesar de que Fleming
intenté desde el principio colaborar con varios investigadores en un esfuerzo por aislar y
purificar la sustancia desconocida, fue hasta 1939 que el patélogo Howard Walter Florey
y los bioquimicos Ernst Boris Chain y Norman Heatley, empezaron a trabajar en el
aislamiento de la misteriosa sustancia, que la estructura de la penicilina se descifré. En
ese mismo afo, Norman Heatley, mejord el proceso de purificacion y fue posible la

produccion a gran escala de penicilina (Nicolaou & Rigol, 2017).

Desde el descubrimiento de la penicilina, se han descubierto y desarrollado varios
antibiéticos muy eficaces para su uso clinico en el tratamiento de infecciones bacterianas.
Muchos de estos antibidticos tienen un amplio espectro de actividad, mientras que otros
son eficaces para el tratamiento de infecciones causadas soélo por bacterias

Gram-positivas (Singh et al., 2017).

Las principales clasificaciones de antibidticos utilizados actualmente en la clinica

(Tabla 5) se resumen brevemente a continuacion.

1. B-lactamicos: Los principales antibiéticos betalactamicos estan representados por
cuatro clases: penicilina, cefalosporina, carbapenem y monobactamicos. A excepcion
de los monobactamicos (que no contienen un segundo anillo), estos antibidticos
constan de un sistema de anillos biciclicos fusionados, siendo uno de ellos un anillo

betalactamico (Singh et al., 2017).
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Este anillo beta-lactamico inhibe la carboxipeptidasa bacteriana D-alanil-D-alanina, a
menudo denominada DD-transpeptidasa o funcionalmente parafraseada como
proteina de unién a la penicilina (PBP). La inhibicion de la DD-transpeptidasa impide
la sintesis de la pared celular durante la proliferacion bacteriana por fision binaria. La
sustancia principal, la penicilina, es eficaz contra las bacterias Gram-positivas, como
las especies de Streptococcus y Clostridium perfringens, pero también contra los
gérmenes Gram-negativos, como las especies de Neisseria y Spirochaete (Franz et
al., 2022). Muchas bacterias, como Escherichia coli, por ejemplo, son capaces de
producir betalactamasas. Estas enzimas destruyen el anillo B-lactamico vy, por lo
tanto, hacen ineficaz el antibiético. Hoy en dia, los antibiéticos betalactamicos suelen
administrarse en combinacién con inhibidores de las [B-lactamasas (p.ej. acido

clavulanico) para conservar su efecto antimicrobiano (Mohr, 2016).

. Glucopéptidos: Los glucopéptidos, como la vancomicina y la teicoplanina, se unen al
dipéptido terminal, D-alanina-D-alanina, del lipido Il, un precursor de la cadena de
peptidoglicano de la pared celular bacteriana, impidiendo asi la sintesis de la pared
celular de bacterias exclusivamente Gram-positivas (Singh et al., 2017). Hoy en dia,
la vancomicina y la teicoplanina se utilizan para tratar infecciones bacterianas graves
por bacterias Gram-positivas resistentes a otros antibiéticos como los betalactamicos
y las infecciones por Staphylococcus aureus susceptibles a la meticilina, asi como
resistentes a la misma (Mohr, 2016; Singh et al., 2017). Sirven como antibiéticos de
reserva en el tratamiento de infecciones graves por estafilococos resistentes a la
oxacilina y enterococos resistentes a la ampicilina, asi como contra la enterocolitis

causada por Clostridium difficile productor de toxinas (Mohr, 2016).

. Macrélidos: Los antibidticos macroélidos se unen al ARNr 23S de la subunidad 50S

del ribosoma bacteriano e inhiben la translocasa, de ahi que interfieran en la sintesis
de proteinas (Mohr, 2016; Singh et al., 2017). El espectro de los macrdlidos incluye
cocos Gram-positivos (Staphylococcus, Streptococcus) y bacilos, asi como, bacterias
Gram-negativas como Legionella pneumophila, Chlamydia trachomatis, Bordetella
pertussis, Spirochaete, Haemophilus influenzae y micoplasmas sin pared celular
(Mohr, 2016). Hay mas de 14 miembros de la clase de los macrdélidos en uso clinico y
tres miembros clave de la familia, la eritromicina, la claritromicina y la azitromicina,
desempefan un papel fundamental en el tratamiento de las infecciones del tracto
respiratorio (Singh et al., 2017). Ademas, se utilizan con frecuencia como opcién de
tratamiento alternativo para los pacientes que sufren alergia a los antibiéticos

betalactamicos (Franz et al., 2022).
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4. Oxazolidinonas: Las oxazolidinonas son la clase mas reciente de agentes
antibacterianos sintéticos representados por el linezolid, la primera oxazolidinona
aprobada por la FDA en 2000; un segundo miembro, el tedizolid, fue aprobado en
2014. El linezolid es un inhibidor de la sintesis de proteinas debido a su unién al
ARNr 23S de la subunidad ribosomal 50S (Singh et al., 2017). El linezolid es activo
contra todas los bacterias Gram-positivas, tanto aerobios como anaerobios, asi como
contra los Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM) y los
enterococos resistentes a la vancomicina (ERV) (Mohr, 2016). Actua principalmente
como bacteriostatico y esta indicado como antibiético de reserva para el tratamiento

de las infecciones graves por Gram-positivos (Singh et al., 2017).

5. Tetraciclinas: Las tetraciclinas son inhibidores de la sintesis proteica bacteriana
debido a su union al ARNr 16S de la subunidad ribosomal 30S y al bloqueo de la
entrada del aminoacil ARNt en el sitio A del ribosoma (Mohr, 2016; Singh et al.,
2017). Su mecanismo de accion permite la actividad contra una amplia gama de
patégenos, como bacterias Gram-positivas, bacterias intracelulares Gram-negativas
como Chlamydia o Rickettsia y parasitos protozoarios (Mohr, 2016; Franz et al.,
2022). Se utilizan con frecuencia para tratar infecciones en pacientes alérgicos a los

antibidticos betalactamicos y a los macrélidos (Franz et al., 2022).

6. Fluoroquinolonas: Se introdujeron como quinolonas de segunda generacion en la

década de 1980 y mostraron una mayor potencia y espectro antibacteriano (Singh et
al., 2017). Las fluoroquinolonas son bactericidas y actian como inhibidores de la
topoisomerasa bacteriana Il (ADN girasa) y IV. Al inhibir la desespiralizacién del ADN,
la relajacion del superenrollamiento y la separacion del ADN tras la replicacion del
mismo, interfieren en la sintesis del ADN (Franz et al., 2022). Esta clase de
antibiéticos se convirti6 en un elemento importante para el tratamiento de las
infecciones por bacterias Gram-positivas aerobias y anaerobias, sin pared celular y
Gram-negativas, incluidas las principales cepas como Pseudomonas aeruginosa
(Singh et al., 2017; Franz et al., 2022).

7. Lipopéptidos: Estos antibiéticos se ven representados por la daptomicina, cuyo uso
clinico se aprobé desde el 2003 (Taylor & Palmer, 2016). La daptomicina es un
agente potente y rapidamente bactericida para bacterias Gram-positivas. El
mecanismo de accion consiste en provocar la despolarizacién y formacién de
agujeros en la membrana celular, lo que conduce a la fuga de iones y a la
alteracion/ruptura de la membrana y a la muerte bacteriana. Es un antibiético de gran
éxito para el tratamiento de las infecciones nosocomiales por bacterias

Gram-positivas, incluidas las cepas de SARM y ERV (Singh et al., 2017).
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Tabla 5

Principales tipos de agentes antibacterianos utilizados en terapia sistémica

Grupo de Ejemplos Diana Via inhibida Espectro
antibidtico
B-lactamicos Ampicilina, Varios PBPs Sintesis de Amplio espectro®
cefalotina pared celular
Glucopéptidos Vancomicina, Lipido Il Sintesis de Gram-positivos

teicoplanina pared celular

Macroélidos Eritromicina, RNAr, subunidad Sintesis de Gram-positivos®
azitromicina 50s proteinas

Oxazolidinonas Linezolida, RNAr, subunidad Sintesis de Gram-positivos
tedizolida 50s proteinas

Tetraciclinas Doxiciclina, RNAr, subunidad Sintesis de Amplio espectro
tigeciclina 30s proteinas

Fluoroquinolona Levofloxacino, Girasa, Sintesis de Amplio espectro

S moxifloxacino Topoisomerasa IV DNA
Lipopéptidos Daptomicina Membranas Integridad de Gram-positivos

la membrana

& Amplio espectro se refiere a que son eficaces contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas; algunos miembros del grupo pueden tener un espectro mas estrecho.

® Algunos macrolidos son eficaces en el tratamiento contra Gram-negativos fastidiosos.

En los ultimos afos, a través de diversos mecanismos y tal vez como resultado de
su uso indiscriminado, muchos grupos bacterianos estan mostrando resistencia a estos
antibidticos (Zinner, 2007). En algunos casos, las bacterias no solo son resistentes a una
clase de antibidticos, sino a varias clases simultdneamente, lo que limita
considerablemente las opciones de tratamiento (Singh et al., 2017). Las bacterias pueden
desarrollar resistencia como resultado de mutaciones espontaneas, o por
transposicion/transduccion de material genético como los plasmidos (Zinner, 2007). Los
mecanismos de resistencia pueden incluir la modificacion de la diana para alterar la union
al farmaco, la produccién de mecanismos alternativos para realizar la funcién de la diana,
la produccién de enzimas que inactivan al farmaco, la reduccién de la entrada del
farmaco y la expresion de bombas de expulsion para eliminar los farmacos del interior de

las células bacterianas (Zinner, 2007; Singh et al., 2017).
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2.3.2. Antibioticos prescritos a mujeres embarazadas

Los antibidticos se encuentran entre los farmacos mas utilizados durante el
embarazo y representan aproximadamente el 80% de todos los medicamentos que se
prescriben. Varios estudios han descrito los patrones de uso de antibidticos en el
embarazo e informan de que entre una de cada cuatro y una de cada cinco mujeres
recibirdan al menos un antibiotico en este periodo (Lamont et al., 2014; Bookstaver et al,
2015). Durante el embarazo las mujeres son mas vulnerables a ciertas infecciones como
resultado de adaptaciones fisioldégicas e inmunolégicas compensatorias. Las distintas
infecciones maternas bacterianas, viricas, parasitarias o micéticas pueden producirse y
causar complicaciones en cualquier fase del embarazo (Kumar et al.,, 2022). La
candidiasis vulvovaginal y las infecciones del tracto urinario (ITU) son mas frecuentes vy,
junto con las infecciones del tracto respiratorio superior y las infecciones de transmisién
sexual (ITS), representan alrededor del 72% de todas las infecciones tratadas en el
embarazo (Lamont et al., 2014). En la Tabla 6 se describen los principales patdgenos

asociados con las infecciones durante el embarazo.

El uso de cualquier medicacién durante el embarazo es una decisién de riesgo
frente a beneficio, sin embargo, las infecciones no tratadas como las ITU o las ITS se
asocian a un riesgo fetal significativo que incluye el aborto espontaneo, la prematuridad y
el bajo peso al nacer (Bookstaver et al., 2015). Los antibidticos betalactdamicos
(penicilinas y cefalosporinas) constituyen alrededor del 80% de las prescripciones durante
el embarazo, y los macrolidos son la siguiente clase de antibidtico mas frecuente (Lamont
et al., 2014). Los antibidticos prescritos a las pacientes embarazadas del Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPer-IER) se reportan en la
base de datos de la institucién. Los antibiéticos mas frecuentemente utilizados de cada

clase incluyen a la ampicilina, cefalotina y eritromicina (INPer, 2022).

A continuacién se especifican los usos comunes de los grupos de las penicilinas,

cefalosporinas y macrolidos durante el embarazo:

> Penicilinas: Se utilizan ampliamente contra cepas de estreptococos gram-positivos,
estafilococos, enterococos y meningococos, y se emplean en el tratamiento de la
sifilis, la gonorrea y la meningitis (Lamont et al., 2014). En el caso de las ITU, dado
que el 80-90% de las ITU son por Escherichia coli, se suele administrar ampicilina
(Amir et al., 2020). Aunque las penicilinas pueden atravesar la placenta y alcanzar
niveles significativos en la sangre fetal y el liquido amnio6tico, no hay datos de
estudios en animales o humanos que indiquen que las dosis terapéuticas sean
teratogénicas por lo que se consideran tratamiento de primera linea en el embarazo
(Lamont et al., 2014).
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Tabla 6

Patogeno

Bacterias

Listeria monocytogenes

Brucella spp

Chlamydia trachomatis

Neisseria gonorrhoeae

Treponema pallidum

Streptococcus grupo B y
S. pneumoniae

Infecciones vaginales

Escherichia coli

Gardnerella vaginalis

Trichomonas vaginalis*™
Ureaplasma urealyticum
Mycoplasma hominis

Candida albicans;
C. parapsilosis **

Patégenos asociados con las complicaciones del embarazo

Respuesta inmune
asociada a la infeccion

IFN-y, IL-1B, IL-10

IL-6, IL-8, MCP-1

IL-1a, IL-6, IL-8, TNF-q,
IFN-y

IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-q,
MCP-1

IL-2, IFN-y, TNF-a

IL-1B8, IL-8, IL-10, TNF-a

IL-1B, IL-8, IL-10, TNF-q,
IFN-y

IL-1B, IL-6, TNF-a

IL-1B, IL-6, IL-8

IL-1B, IL-8

Complicaciones en el embarazo

Transmision vertical, enfermedad congénita,
abortos, mortinatos, muerte fetal

Abortos espontaneos, nacimiento prematuro,
corioamnionitis

RPM, nacimiento prematuro, infeccién ocular
fetal

RPM, nacimiento prematuro, bajo peso al
nacer

Transmision vertical, mortinatos, pérdida del
embarazo, bajo peso al nacer

Transmision vertical (rara), transmision
vertical durante el parto, nacimiento
prematuro, sepsis neonatal

RPM, nacimiento prematuro, mortinatos

Transmisién vertical (sin evidencias), RPM,
bajo peso al nacer, nacimiento prematuro

RPM, nacimiento prematuro,
bajo peso al nacer

Bajo peso al nacer, RPM, candidiasis fetal

IFN: Interferén; IL: Interleucina; MCP: Proteina quimioatrayente de monocitos; TNF:

Factor de necrosis tumoral; RPM: Ruptura prematura de membranas; *: Protozoo; **:

Hongo dimorfico, los demas microorganismos de esta seccidn causan vaginosis

bacteriana.
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> Cefalosporinas: Estos antibidticos se utilizan para tratar diversas infecciones, como
infecciones urinarias, neumonia, otitis y sinusitis e infecciones bacterianas graves.
Aunque las cefalosporinas atraviesen la placenta no hay pruebas de que sean
teratogénicas en animales o en humanos, por lo que pueden considerarse
generalmente seguras para el tratamiento durante el embarazo (Lamont et al.,
2014).

> Macrolidos: Se utilizan para tratar una amplia gama de infecciones bacterianas en
el embarazo, incluidas las infecciones grampositivas de las vias respiratorias
superiores e inferiores, infecciones de tejidos blandos, rotura prematura de
membranas antes del parto, Ulcera péptica relacionada con Helicobacter pylori y la
infeccion por Chlamydia. La eritromicina también se utiliza como alternativa en
pacientes alérgicos a la penicilina. Al igual que los anteriores grupos, los macrélidos

atraviesan libremente la placenta y se consideran seguros (Lamont et al., 2014).

A pesar del uso frecuente de antibidticos, existen relativamente pocos estudios
sobre la seguridad de los antibidticos en el embarazo. Esto se debe principalmente a los
costos y a consideraciones éticas; en consecuencia, gran parte de los conocimientos
deben extrapolarse de estudios en animales y de informes de casos anecddticos y
estudios de casos y controles basados en el recuerdo materno (Lamont et al., 2014;
Bookstaver et al, 2015). Asimismo, dentro de las clasificaciones de riesgo de
medicamentos durante el embarazo, la de mayor difusién internacional es la que la FDA
(de EUA) puso en marcha desde 1979. Este sistema se fundamenta en categorias (A, B,
C, D y X), basandose cada letra en el riesgo que supone el farmaco para el feto y en la

naturaleza de las pruebas que respaldan esa evaluacion del riesgo (Lamont et al., 2014).

Acto seguido se describiran las categorias:
- Categoria A: Estudios controlados no demuestran riesgo para el feto.

- Categoria B: Estudios en animales han demostrado efectos adversos pero los

estudios en humanos no muestran riesgo alguno.

- Categoria C: Estudios en animales han demostrado un efecto adverso y no existen

estudios controlados en humanos.

- Categoria D: Existen pruebas positivas de riesgo fetal humano de estudios de
investigacion.

- Categoria X: Estudios en animales o humanos han demostrado anomalias fetales
y/lo existe evidencia positiva de riesgo fetal humano basados en datos de

reacciones adversas procedentes de la experiencia en investigacién o

comercializacion. El farmaco esta contraindicado.
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Debido a que la mayoria de los farmacos utilizados durante el embarazo entran
dentro de la categoria C, este sistema es generalmente inutil, de ahi que la FDA desde el
2015 haya comenzado a cambiar estas categorias por descripciones narrativas del tipo
de riesgo que conlleva emplear algunos farmacos durante el embarazo y de esta forma

dar lugar a una mejor comprension del riesgo fetal y materno (Body & Christie, 2016).

De acuerdo con distintos estudios, el embarazo presenta varios desafios para tomar
decisiones sobre como abordar, prevenir y tratar las enfermedades infecciosas (Mor &
Cardenas, 2010), ya que, ademas de la seguridad materna y fetal, los cambios
fisioldgicos durante el embarazo pueden provocar cambios farmacocinéticos (absorcion,
distribucién, metabolismo y excrecién de farmacos) y repercutir en la terapia antibidtica
(Bookstaver et al., 2015). Los cambios fisiolégicos que pueden alterar la farmacocinética

se detallan a continuacion:

e Absorcidén: Debido a que las nauseas y los vomitos al principio del embarazo
pueden disminuir la cantidad de farmaco disponible para su absorciéon tras la
administracion oral, los medicamentos orales deben administrarse cuando las
nauseas son minimas. La produccion de acido gastrico disminuye durante el
embarazo, mientras que aumenta la secrecion de moco, lo que conduce a un
aumento del pH gastrico. Estos cambios pueden aumentar la ionizacién de los
acidos débiles (p. €j., ampicilina) y reducir su absorcion, y las bases débiles (p. €.,
macroélidos) se difundirdn mas facilmente, ya que estaran principalmente unidas.
Ademads, la motilidad intestinal mas lenta (relacionada al aumento de la
progesterona) y la disminucion de la secrecidn acida gastrica en el embarazo
podrian alterar la absorcion de farmacos y la biodisponibilidad oral. Por otro lado, el
aumento del gasto cardiaco y del flujo sanguineo intestinal puede permitir una
mayor absorcion de farmacos en general. En conjunto, no existen pruebas

confirmatorias que validen alguna de estas hipotesis (Feghali et al., 2015).

e Distribucién: ElI aumento del agua corporal total, del volumen sanguineo y del
volumen plasmatico contribuyen a aumentar el volumen de distribucion de farmacos
hidrofilicos, lo que dara lugar a concentraciones plasmaticas mas bajas (Bookstaver
et al., 2015; Feghali et al., 2015). Ademas, la grasa corporal materna aumenta, lo
que incrementa el volumen de distribucién de los farmacos lipofilicos (Feghali et al.,
2015). También, la disminucién de la albumina y de la alfa-1-glucoproteina acida, y
las alteraciones del pH del plasma materno; se espera que provoquen una
disminucién de union a proteinas y un aumento de las concentraciones del farmaco
no unido (Bookstaver et al., 2015; Feghali et al., 2015).
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Los farmacos de pequefio peso molecular y lipofilicos atraviesan faciimente la
placenta, por lo que, el feto y el liquido amnidtico pueden actuar como
compartimentos adicionales, dando lugar a una mayor acumulacion de farmacos y a
un aumento aparente del volumen de distribucion de determinados farmacos
(Feghali et al., 2015)

Metabolismo: El metabolismo hepatico de los farmacos incluye reacciones de fase |
(oxidacion, reduccion o hidrdlisis) que introducen elementos mas polares o
reactivos en las moléculas del farmaco, seguidas en muchos casos de reacciones
de fase Il (conjugacion) con acido glucuronico, sulfato u otros elementos que
favorecen la excrecion en la orina o la bilis. Las reacciones oxidativas de fase | son
llevadas a cabo predominantemente por la familia de enzimas del citocromo P450
(CYP) que difieren en su especificidad de sustrato (Feghali et al., 2015). Existen
cambios conocidos en las enzimas hepaticas durante el embarazo, como son el
aumento de la actividad de CYP3A4 (50-100%), CYP2A6 (54%), CYP2D6 (50%) y
CYP2C9 (20%); y la disminucion gradual de la actividad de CYP1A2 y CYP2C19
con el avance de la gestacion (Feghali et al., 2015; Avram, 2020). La actividad de
las enzimas de fase Il, incluidas las uridina 5'-difosfato glucuronosiltransferasa
(UGT), también se altera durante el embarazo, con un aumento del 200% en la
actividad de la UGT1A4 durante el primer y segundo trimestres, y un aumento del
300% durante el tercer trimestre (Feghali et al., 2015). Los cambios en el
metabolismo de los farmacos durante el embarazo pueden tener implicaciones para
la dosificacion de los mismos a considerar por el médico que prescribe, sin
embargo, al existir controversia en los datos actuales en cuanto a si estos cambios
conducen a alteraciones clinicamente significativas en el metabolismo del farmaco y
en las concentraciones seéricas posteriores, generalmente no se realizan estos

ajustes (Bookstaver et al., 2015).

Excrecion: La excrecion renal de farmacos depende de la tasa de filtracion
glomerular (TFG), la secrecién tubular y la reabsorcion (Feghali et al.,, 2015).
Durante el embarazo el flujo sanguineo renal aumenta en un 50%, posiblemente
debido a la vasodilatacion de las arteriolas aferentes y eferentes como resultado del
aumento de progesterona (Bookstaver et al., 2015). Esto a su vez genera un
aumento en la TFG. En el primer trimestre la TFG es un 50% mayor y continta
aumentando hasta la ultima semana de embarazo. Si un farmaco se excreta
unicamente por filtracion glomerular, se espera que su eliminaciéon renal sea

paralela a los cambios en la TFG durante el embarazo (Feghali et al., 2015).
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Ante la ausencia de datos especificos de riesgo de la mayoria de los farmacos, la
monitorizacion estrecha de la paciente es el paso mas légico para optimizar la terapia

farmacologica en pacientes embarazadas.

Ademas del uso de los antibidticos durante el embarazo, el uso sistematico de estos
en el parto por cesarea (PC) es fundamental para reducir el riesgo de infecciones. El PC
es el factor mas importante asociado a la infeccion posparto y conlleva un riesgo de
infeccién entre 5 y 20 veces mayor que el parto vaginal. Tras un PC, la mortalidad y
morbilidad maternas pueden deberse a una serie de infecciones, como son endometritis,
infeccién urinaria e infeccion del sitio quirdrgico, que si son profundas y no superficiales,
aumentan la estancia hospitalaria de la paciente (Lamont et al., 2010). Los antibiéticos
profilacticos para la cesarea son de amplio espectro (p.ej. azitromicina) y se administran
tras el pinzamiento del cordon para la seguridad del neonato, aunque hay pruebas que
sugieren que los antibidticos de rango estrecho administrados antes de la incision son
mas eficaces sin perjudicar la salud neonatal (Lamont et al., 2014). Asi pues, la decision
de qué antibidtico utilizar y en qué momento, dependera de la sensibilidad de la paciente
a determinados antibidticos, la experiencia del médico, los acontecimientos adversos, la
prevalencia de organismos patégenos segun estudios epidemiolégicos previos (si se
dispone de ellos), la disponibilidad y los costes en los distintos escenarios (Williams et al.,
2021).

2.3.3. Efecto de los antibioticos en el sistema inmune

Los antibiéticos se prescriben ampliamente a nivel mundial para el tratamiento de
infecciones bacterianas, sin embargo, con el paso de los afios se ha comprobado que
muchos de estos farmacos también afectan a las respuestas inmunitarias de los
pacientes. Aunque se desconocen en gran medida los mecanismos moleculares que
regulan estas diversas interacciones inmunomoduladoras, estudios recientes apoyan dos
modelos principales (Oh et al., 2018): 1) Los antibiéticos pueden alterar la funcion
inmunitaria interactuando directamente con dianas humanas; y/o 2) pueden afectar
indirectamente a las respuestas inmunitarias a través de la alteracion de la composicion

de la microbiota humana.

Los principales antibiéticos prescritos a mujeres embarazadas en el INPer-IER:
cefalotina, ampicilina y eritromicina; pertenecientes a los grupos de antibidticos
betalactdmicos y macrélidos, respectivamente, se caracterizan por dos propiedades, la
accion inmunomoduladora y la antiinflamatoria (Zarogoulidis et al., 2011; Aminov, 2013;
Mor & Cohen, 2013; Owlia et al.,, 2021). En este contexto, se ha demostrado que los
antibioticos betalactamicos y los macrélidos, interfieren en el metabolismo y las funciones

efectoras de las células T (Franz et al., 2022).
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2.3.3.1. Efectos del tratamiento con betalactamicos en las células T

Respecto al efecto en las células T CD4", se ha demostrado que la penicilina G tiene
propiedades antiinflamatorias al reducir la expresion de los genes GATA3, T-bet (TBX21),
IFNG e IL17A en las células T (Franz et al.,, 2022). GATA3 y T-bet son factores de
transcripcién que se encargan de guiar el desarrollo del linaje de las células T virgenes a
células cooperadoras de tipo 2 (Th2) y tipo 1 (Th1), respectivamente (Wan, 2014; NIH,
2022). A su vez, el gen T-bet controla la expresion del gen de la citocina Th1
representativa, el interferén gamma (IFNG), que desempefia un papel fundamental en las
respuestas antimicrobianas, antivirales y antitumorales al activar a las células
inmunitarias efectoras: macréfagos, células dendriticas, células B, células Th1, células
Treg, células T CD8+ (Alspach et al., 2018) y mejorar la presentacién de antigenos (Wan,
2014; LifeMap Sciences, 2022). Por otro lado, la proteina codificada del gen IL17A es una
citocina proinflamatoria producida por células T activadas y promueve la inflamacién
induciendo diversas citocinas y quimiocinas proinflamatorias, reclutando neutrofilos,
aumentando la produccién de anticuerpos y activando a las células T (lwakura et al.,
2008).

En comparacion con los linfocitos T CD4", se sabe relativamente poco sobre si los
antibidticos influyen en la funcién mitocondrial y/o el metabolismo de los CTL y cémo lo
hacen. Se ha demostrado que los antibiéticos betalactamicos suprimen la generacion y la
proliferacién de los CTL especificos de virus de forma dependiente de la dosis. En cuanto
a la funcion efectora de los linfocitos T CD8", se demostrd que la penicilina acelera la lisis

de las células blanco llevada a cabo por los CTL (Franz et al., 2022).

2.3.3.2. Efectos del tratamiento con macrolidos en las células T

Las propiedades inmunomoduladoras de los macrélidos fueron descritas por primera
vez en 1987 por Kudoh y sus colegas en un estudio de panbronquiolitis difusa (Pollok &
Chalmers, 2021). Este descubrimiento imprevisto ha dado lugar a nuevas investigaciones
sobre el uso de macrélidos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas.
Los macrolidos aumentan la apoptosis de las células T al favorecer la regulacién a la baja
de la proteina antiapoptética Bcl-xlI (Pollok & Chalmers, 2021; Franz et al., 2022).
Ademas, se ha informado que las células T CD4" muestran una supresion de la
produccién de citocinas efectoras Th1 (IL-2, IFN-y) y Th2 (IL-4, IL-5, IL-6) de forma
dependiente de la dosis en presencia de macrdlidos (Zimmerman et al, 2018; Franz et al.,
2022). Los macrdlidos también ejercen efectos inmunomoduladores sobre otras células

del sistema inmune, como macrofagos, neutrofilos y eosindfilos (Franz et al., 2022).
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2.3.3.3. Efecto de los antibidticos en el sistema inmune de mujeres embarazadas

Es apropiado referirse al embarazo como una condiciéon inmunolégica Unica que se
encuentra modulada, mas no suprimida. Durante el embarazo el sistema inmunitario
materno se caracteriza por una red reforzada de reconocimiento, comunicacion, trafico y
reparacion; que es capaz de dar la alarma, si es necesario, para mantener el bienestar de
la madre y del feto. Asi mismo, por parte del feto se encuentra un sistema inmune activo
en desarrollo que modificara la forma de responder de la madre al entorno, aportando a la

singularidad del sistema inmunitario en el embarazo (Mor & Cardenas, 2010).

Durante el embarazo existe una modulacién del sistema inmunitario que da lugar a
respuestas inmunoldgicas diferenciales en funcion no sélo de los microorganismos, sino
de las etapas del embarazo. Durante el primer trimestre, en el cual suceden distintos
cambios para que el cuerpo se adapte a la presencia del feto, se requiere una fuerte
respuesta inflamatoria. En el segundo y comienzo del tercer trimestre, la madre, la
placenta y el feto son simbidticos, y la caracteristica inmunolégica predominante es la
induccién de un estado antiinflamatorio. Finalmente, al momento del parto se requiere de
un entorno proinflamatorio que promueva la contraccion del utero, la expulsion del bebé y

el rechazo de la placenta (Mor & Cardenas, 2010).

El tratamiento antibiético es capaz de afectar a la inmunidad cuidadosamente
coordinada durante el embarazo. Los hallazgos de los siguientes estudios destacan la
importancia de incluir parametros inmunoldgicos al estudiar los efectos en la madre de la

medicacion utilizada durante la gestacion (Mor & Cardenas, 2010).

En primer lugar, se ha comprobado que un microbioma sano es importante para
mantener un embarazo normal y, por lo tanto, se ha sugerido que se podrian estar
utilizando demasiados antibidticos durante el embarazo. Ya que, los antibiéticos provocan
una perturbacién inmediata del ecosistema, seguida de una recuperacion incompleta del
microbioma intestinal; con posibles consecuencias metabdlicas y/o inmunitarias en la
paciente (Kuperman & Kore, 2016; Benner et al., 2021). Una inmunidad desregulada
puede causar complicaciones en el embarazo, como preeclampsia y parto prematuro, con
consecuencias a largo plazo en el desarrollo de la descendencia. Asi, los cambios de la
inmunidad materna mediados por antibiéticos pueden afectar a la salud neonatal (Benner
et al., 2021).

Los efectos sobre la inmunidad materna no se han estudiado ampliamente, sin
embargo, varios estudios han demostrado que la inmunidad de la descendencia se ve
afectada por la modulacion microbiana prenatal (Kuperman & Kore, 2016; Nyangahu et
al., 2018; Benner et al., 2021; Cheng et al., 2020).
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En un estudio efectuado en ratones, se identificaron cuatro rasgos inmunolégicos
que disminuyeron tras el tratamiento antibidtico: la poblacién de células Th17 y células B
CD5+ esplénicas y de células T CD4" en los ganglios linfaticos mesentéricos, ademas de
la disminucion en la expresion de ARNm de RORQT en la placenta. La produccién de IL-6
se vio significativamente afectada a la baja por el tratamiento antibi6tico y se observo una
tendencia hacia una mayor produccién de IL-22. Ademas, se detecté un aumento de las
poblaciones de células Th2 en las placentas tras el tratamiento antibidtico (Benner et al.,
2021). Partiendo de la premisa de que la inmunidad gestacional depende de un equilibrio
de citocinas mediado por Th1/Th2 estrechamente regulado, Benner et al. (2021),
consideraron que el aumento de células Th2 se trata de una reaccién protectora para
evitar una posible carga proinflamatoria tras modificaciones externas durante la gestacion
(Benner et al., 2021).

Otro estudio con ratones encontré que la ceftriaxona podria reducir la respuesta
inmune del organismo de las madres tratadas a los patdgenos, a consecuencia de la
disminucion significativa del indice esplénico (volumen del bazo); sin embargo, esta
reduccion de la respuesta inmune podria ser modesta debido a las alteraciones no
significativas de las citocinas (Cheng et al., 2020). Por otra parte, Nyangahu et al. (2018)
informaron de que la administracién oral de vancomicina durante el embarazo y la
lactancia podria alterar la inmunidad materna al observar niveles significativamente mas

altos de IgG e IgM totales en la leche materna (Nyangahu et al., 2018).
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1. Justificacion

A nivel mundial, la intervencién mas comun para tratar con infecciones maternas en

el periparto es mediante la profilaxis o tratamiento con antibiéticos (Bonet et al., 2015).

La administracién de antibiéticos en mujeres embarazadas debe ser una decisién
donde el beneficio supere los riesgos potenciales. Puesto que un nimero significativo de
infecciones virales y bacterianas no tratadas tienen un efecto dual, es decir, tanto en la
madre como en el feto o neonato; es necesario llevar un control desde que se presentan
los primeros signos y sintomas de una enfermedad. En el INPer-IER los principales
antibidticos utilizados para tratar infecciones en las mujeres embarazadas son ampicilina,

cefalotina y eritromicina.

El periodo del embarazo se considera una etapa muy vulnerable tanto para la madre
como para el producto; es una etapa Unica en la que se producen varios cambios
fisioldgicos e inmunolégicos en la madre para garantizar el desarrollo éptimo de un nuevo
ser humano. No obstante, es también la etapa con la tasa mas alta de abuso de
antibidticos (Cardetti et al., 2020). Los antibidticos representan casi el 80% de todos los
medicamentos recetados durante este periodo. Asimismo, se estima que a una de cuatro

mujeres se le prescribira un antibiotico durante el periparto (Bookstaver et al., 2015).

La exposicién a los antibiéticos durante el embarazo se ha asociado con efectos en
el recién nacido a corto plazo, como son, anomalias congénitas. Y a largo plazo,
mediante cambios en el microbioma intestinal, asma y obesidad (Bookstaver et al., 2015).
En ratones, el tratamiento con antibiéticos durante el embarazo puede provocar defectos
en la respuesta inmune adaptativa en los recién nacidos (Gonzalez-Perez et al., 2016;
Nyangahu et al., 2018). Ademas, en un estudio realizado a una poblacion de casi un
milldbn de recién nacidos daneses, el uso de antibidticos durante el embarazo se
correlaciond con un mayor riesgo de que la progenie sea propensa a las infecciones en la
infancia (Pronovost & Hsiao, 2019).

Es de importancia en salud publica el identificar las repercusiones que tienen estos
tratamientos con antibidticos en el sistema inmune de las mujeres en edad reproductiva
con la finalidad de prevenir afectaciones en la funcionalidad de la respuesta inmune

adaptativa del futuro neonato.
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2. Objetivos

4.1. Objetivo general

Identificar el efecto del tratamiento con los antibidticos: cefalotina, ampicilina y
eritromicina; en el fenotipo y funcion de los linfocitos T de mujeres en edad reproductiva

mediante citometria de flujo.

4.2. Objetivos especificos

e Purificar células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de mujeres en edad
reproductiva y activar los linfocitos T en ausencia o presencia de antibidticos.

e Distinguir el fenotipo de los linfocitos T al ser tratados en ausencia o presencia de
antibiéticos mediante la expresion de marcadores de linaje, activacion y
diferenciacion.

e Evaluar la proliferacion celular de los linfocitos T tratados en ausencia o presencia de

antibiéticos mediante la expresion del marcador Ki-67.

3. Hipotesis
Si los linfocitos T de mujeres en edad reproductiva se tratan con antibidticos

betalactdmicos y macrdlidos, se veran cambios en su capacidad de activacion,

proliferacion y posterior generacion de células efectoras.
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4. Disefo experimental

6.1. Sujetos y condiciones de estudio

Estudio piloto del proyecto 2021-1-12 en el que se incluyeron mujeres mayores de
18 afios y en edad reproductiva, sin embarazo, sin enfermedades autoinmunes ni
cronicas (hipertension arterial, diabetes) y sin consumo de antibiéticos en los ultimos 30
dias. Se obtuvo sangre periférica de mujeres pertenecientes a proyectos de investigacion

en el INPer-IER, con 26, 29 y 31 afios de edad (n = 3), previo consentimiento informado.

Se analizo el efecto del tratamiento con antibiéticos en las células T de mujeres en
edad reproductiva. Las condiciones de estudio fueron las siguientes: control sin estimular
(-), control estimulado (+), A1, A10, A25, A50, C1, C10, C25, C50, E1, E10, E25 y E50. Al
control negativo se le afiadié unicamente suspensiéon celular, mientras que en el control
positivo, las células fueron estimuladas con a-CD3 y a-CD28. Los grupos A1, A10, A25y
AS50 hacen referencia al uso del antibiético ampicilina a concentraciones 1, 10, 25 y 50

pug/mL. Las concentraciones son las mismas para C (cefalotina) y E (eritromicina).

Los parametros por analizar son la presencia de las subpoblaciones de células T
CD4* y CD8*, células T virgenes y memoria CD4" y CD8*, asi como la activacion y
proliferacion de CD4* y CD8*. Mediante el uso de los anticuerpos CD4 y CD8, CD3 y
CD45R0, y CD25 y Ki67, respectivamente.

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Preparacion de medio de cultivo RPMI-1640

La preparacion del medio de cultivo se llevd a cabo en la cabina de flujo laminar. El
medio RPMI-1640 se suplementd afiadiendo la cantidad correspondiente (ver anexos) de
suero fetal bovino al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, aminoacidos no
esenciales 1X y B-mercaptoetanol 50 uyM. Finalmente se etiquetd y almacend a 4°C en el

refrigerador para su posterior uso.

6.2.2. Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
Se obtuvo sangre periférica de mujeres en edad reproductiva al puncionar la vena
cefdlica utilizando la técnica estandar con el sistema al vacio (EDTA como
anticoagulante). Después, se pasaron 5 mL de la muestra obtenida a un tubo cénico de
15 mL. Tomando en cuenta la proporcién 1:1 con el volumen de sangre, se agregaron 5
mL con solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) al tubo cénico. La

sangre y el DPBS se homogenizan por inversion (sangre diluida).
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En otro tubo cénico de 15 mL se agregaron 5 mL del reactivo Ficoll™.
Posteriormente, se afiadieron lentamente y a ritmo constante los 10 mL de sangre diluida.
Obteniéndose dos capas, una inferior que corresponde a Ficoll™ y otra superior, de la
sangre diluida. Este tubo se centrifuga con las siguientes condiciones: 20 minutos, 2500
rom, 21°C, aceleracion = 9 y desaceleracion = 0. Con la finalidad de mantener las capas

finales sin alteraciones.

Al salir los tubos de la centrifuga, se observaron y verificaron las capas obtenidas.

Estas capas son plasma, PBMC, Ficoll, granulocitos y eritrocitos.

Para obtener la capa de PBMCs intacta, se utilizé una pipeta de 1000 pL para
recuperarla. Lo que se iba tomando se colocaba en un tubo Falcon de 50 mL. Al terminar,
con DPBS se llevo a un volumen total de 50 mL. Homogeneizamos la mezcla PBMCs con
DPBS y centrifugamos durante 5 minutos, a 1500 rpm y 21°C. Esto con la finalidad de
lavarlas. Luego, descartamos el sobrenadante y se anadié 1 mL de medio RPMI-1640

suplementado, con el cual se suspendieron las células.

6.2.3. Conteo de células mediante tincion vital con azul de tripano

Se tomaron 5 pL de células en suspension con medio de cultivo RPMI-1640
suplementado y se agregaron a un microtubo de 1.5 mL. Posteriormente, se afiadieron 45
ML de reactivo azul de tripano, cuya funcidén es delimitar a las células vivas de las
muertas, siendo que las primeras excluyen el colorante azul. Después, se homogeneizd

suavemente.

Con la micropipeta de 10 pL se tomé ese volumen del microtubo y se agregaron las
células por capilaridad a la camara de Neubauer. Con ayuda del microscopio se
observaron los 4 cuadrantes periféricos (de las esquinas) a 10x y se enfocaron a 40x
para empezar con el conteo celular. Se contaron todas las células circulares (no amorfas)
y refringentes dentro del area, incluyendo las que se observaron sobre las lineas dobles
que rodean cada cuadrante (se tomaron en cuenta Unicamente los que se encontraran

sobre dos lineas perpendiculares entre si).

Al terminar, se registraron las células contadas en cada cuadrante y se realiz6 la
suma total, para posteriormente obtener el promedio de células/ cuadrante (x). Se

obtuvieron y registraron las células/mL de cada sujeto de estudio (ver anexos).

6.2.4. Cultivo celular en placa
Se delimitaron los pozos que se iban a considerar tanto para las condiciones

problema como para las de control (positivo y negativo).
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En primer lugar, en un microtubo de 1.5 mL se agrego la cantidad correspondiente
de los anticuerpos a-CD3 y a-CD28, y del reactivo DPBS (ver anexos) para un total de 50
ML de solucién por pozo. Después de agregar la solucion con anticuerpos y DPBS a los
pozos necesarios, se incubd la placa por 3 horas a 37°C. Al finalizar el tiempo de
incubacion, se retiraron los 50 uL de la solucién de los pozos. Después de obtener la
cantidad de células/mL utilizando el protocolo de conteo celular, se llevo la concentracion
de la suspension celular a 1x10° células/mL agregando mas volumen del medio
RPMI-1640 suplementado.

Mas adelante, se afiadieron 200 uL de suspension celular 1x10° células/mL a los
pozos a los que anteriormente se adhirieron los anticuerpos y a los de control negativo.
Luego, agregamos antibiotico con concentraciones 1, 10, 25 y 50 yg/mL (ver anexos) en

los pozos problema. La placa se incub6 durante 3 dias a 37°C y 5% de CO,.

6.2.5. Citometria de flujo

Después de los 3 dias de incubacion, de cada pozo se tomaron 50 pL del
sobrenadante y se agregaron a microtubos para su posterior uso en el analisis de
citocinas. Los tubos se etiquetaron con la respectiva condicion de cultivo, fecha e iniciales

propias; y se almacenaron a 4°C en el refrigerador.

El medio restante de cada pozo se resuspendié a ritmo constante y sin formar
burbujas. Afiadimos 200 yL de medio de cada pozo a tubos para citometria previamente

etiquetados con las diferentes condiciones de cultivo, adicionando un tubo sin tefiir (+).

Para asegurarnos de tomar todas las células de los pozos se realizaron dos lavados.
Para el primer lavado se agregaron 200 uL de DPBS a cada pozo y se raspo suavemente
el fondo en distintas direcciones con la punta de la micropipeta de 1000 uL, teniendo
especial cuidado de no doblarla. Después, se resuspendid por todos lados del pozo hasta
que se considerd necesario. Tomamos los 200 pL del pozo y se afiaden al tubo para
citometria correspondiente. Para el segundo lavado repetimos las mismas indicaciones.
Cada uno de los tubos se centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm y 21°C. Se descarté

casi todo el sobrenadante y se resuspendié suavemente.

Posteriormente, se agregaron 100 pL del coéctel de anticuerpos CD8-FITC,
CD45RO0O-PE, CD3-PerCP, CD4-PECy7, CD45-APC, CD25-Pacific Blue y Ki67-PE/Dazzle
a cada tubo (excepto el sin tehir); y se incubaron a 30 minutos a temperatura ambiente
cubiertos con papel aluminio (para no permitir que traspasara la luz. Al terminar el tiempo
de incubacion, se agregd 1 mL de FACS Lysing (fijador) a todos los tubos, sin

excepciones.
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Después, se incubaron durante 10 minutos cubiertos con papel aluminio y se
realizaron dos lavados con 2 mL cada uno con Buffer FACS. Al terminar los lavados, los
tubos se almacenaron en el refrigerador para ser leidos al dia siguiente con el citdmetro
de flujo FACSAria lll.

6.2.6. Uso del programa FlowlJo-V10 para analizar los resultados
obtenidos en la citometria de flujo

Una vez leidas las muestras en el citbmetro FACSAria lll, mediante el programa
FlowdJo-V10 se analizaron los resultados. Se inicié afiadiendo las muestras a analizar
mediante la opcidén correspondiente. A continuacion, para delimitar las subpoblaciones
CD4* y CD8" de los linfocitos T, se trabajé sobre el tubo autofluorescente (AF), es decir,
con el tubo sin tenir. En primer lugar, se aplicaron los marcadores FSC (tamario) y SSC
(complejidad interna) para delimitar a los linfocitos. Luego, para delimitar los linfocitos con
mayor especificidad se utilizaron los marcadores CD45, el cual es una proteina tirosina
fosfatasa ligada a receptores que se expresa en todos los leucocitos, y SSC-A,
correlacionado con la granularidad celular. Después, con los marcadores CD3 y CD45 se
delimitaron a los linfocitos T. Posteriormente, con los marcadores CD4 y CD8 se
distinguieron las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y T CD8*. Con cada subpoblacién
se trabajo utilizando los pares de marcadores CD45R0O y CD3, y Ki-67 con CD25. Todos

los datos obtenidos por el programa se guardaron para su posterior analisis estadistico.

6.2.7. Deteccion de citocinas extracelulares mediante ensayo CBA

Para la deteccién de las citocinas 1L-1pB, IL-6, IL-10, IL12p70 y TNFa se utilizé el kit
comercial BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines 551811,
siguiendo un protocolo optimizado y validado por el laboratorio del Dr. Ismael Mancilla

Herrera del Departamento de Infectologia e Inmunologia del INPer-IER.

Se prepararon los microtubos necesarios, siendo un total de 52 tubos. Se
etiquetaron 10 tubos para la curva estandar a 10 puntos (C1 a C10), mientras que 42 de
estos tubos incluian las condiciones de las distintas experimentaciones y se les denomino
“tubos de muestra”. A los 42 tubos de muestra se les agregaron 10 pL de su muestra
correspondiente y 10 pL del diluyente para el ensayo. Para los 10 tubos de curva se
siguid el protocolo de preparacion de estandares del manual del kit CBA.

Se reconstituy6 el vial liofilizado Human Inflammatory Cytokine Standards con 2 mL
del diluyente incluido en el kit. Se homogeneizé suavemente, evitando la formacién de
burbujas y espuma y se dejé reposar 15 min antes de su uso. Se adicionaron 300 uL de

diluyente (base proteica tamponada incluida en el kit) a cada tubo ya etiquetado.
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Se tomaron 300 uL del estdndar y se realizaron diluciones seriadas 1:2. La
concentracion mas alta de la curva fue 5000 pg/mL y como blanco se utilizé diluyente (0

pg/mL).

Se reconstituy6 cada vial de perlas citométricas con el diluyente y volumen indicado
en la etiqueta de cada vial. Se preparé una mezcla en la que se incorporaron 6 perlas
diferentes para medir las citocinas 1L-1pB, IL-6, IL-10, TNFa e IL-12p70. A los 52 tubos se
les agreg6 20 uL de la solucion de perlas y 20 pL del agente de deteccion. Se incubaron

protegidas de la luz durante tres horas a temperatura ambiente.

Posterior a las tres horas de incubacién se agregd a cada uno de los 52 tubos, 500
ML de buffer de lavado y se centrifugd a 1000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se
aspiré con cuidado y se desechd. Finalmente se agregaron 75 uL de buffer de lavado y

se resuspendid.

Los tubos se almacenaron en el refrigerador para ser leidos al dia siguiente con el
citometro FACSAria lll, posteriormente, se analizaron los archivos de datos utilizando el

software correspondiente.

6.2.8. Analisis estadistico

Los datos son presentados como la media + la desviacién estandar de manera
grafica, para lo cual, se realizé un analisis estadistico descriptivo de los resultados
proporcionados por FlowJo-V10 y posteriormente los datos se graficaron con el programa
GraphPad Prism versién 9.5.1. Los resultados de los grupos de cada parametro por
analizar se examinaron utilizando el Analisis de la Varianza (ANOVA) de una via con una
posterior prueba de Tukey para comparaciones multiples de medias con el programa

GraphPad Prism. Una p<0.05 fue considerada estadisticamente significativa.
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5. Resultados

En el momento del estudio, la edad media de las participantes era de 29 afos (n=3).
Esta edad se encuentra dentro del rango de la etapa reproductiva de la mujer (15 a 44
afnos) y ademas, en el rango en el que la fertilidad alcanza su punto mas alto (19 a 29
anos) (Organizacion Mundial de la Salud, 2018). Los resultados de experimentacion y el
analisis estadistico se presentan en las Figuras 4, 6-10. Mientras que, en las Figuras 3 y

5 se muestran resultados representativos de citometria de flujo.

7.1. Subpoblaciones de linfocitos T CD4'y T CD8"

Para presentar los resultados relacionados a la concentracion de células T CD4" y CD8",
las células se trabajaron con marcadores para obtener una mayor especificidad en las
subpoblaciones (Fig. 3). Se observé un mayor porcentaje de linfocitos T CD4* que de T
CD8* en las condiciones de estudio. Al comparar entre si los resultados de las
condiciones de estudio, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
(p>0.9999) (Fig. 4).
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Figura 3. Resultados representativos de citometria de flujo de la delimitacién de linfocitos T y
sus subpoblaciones CD4" y CD8". (A) Mediante el uso de los marcadores CD3 y CD45, se
acotaron especificamente a los linfocitos T, cuyo fenotipo es CD3* CD45" (Q2). (B) La
poblacion de células Q2 se trabajo con los marcadores CD8 y CD4, para definir a las

subpoblaciones T CD8" y T CD4"*, respectivamente.
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Figura 4. |dentificacion de células T CD4" y CD8" mediante los marcadores CD4 y CD8
respectivamente, en presencia de los antibidticos ampicilina, cefalotina y eritromicina en
concentraciones 1, 10, 25 y 50 yg/mL (n = 3). No se observaron diferencias significativas

entre las concentraciones de los antibidticos (p>0.9999).

7.2. Expresion de linfocitos T CD4" y CD8" con CD45RO y CD3

Se estudié la expresion de los marcadores CD45R0O y CD3 en las subpoblaciones
CD4* y CD8" para identificar el porcentaje de células T virgenes presentes, asi como de
células T efectoras y de memoria (Fig.5). Las células T virgenes exhiben un fenotipo
CD47/CD8" CD3* CD45RO'. En el caso de las células T CD4"* se observaron en un 34 a
38%, en promedio, mientras que en la subpoblacion CD8" se encontraron en un 61 a 72%
(Fig. 6-7).

Por otro lado, tanto las células T efectoras como las de memoria muestran un
fenotipo CD4*/CD8" CD3" CD45R0O". Se contemplé un mayor porcentaje de células T
CD4" con estas caracteristicas que de T CD8" en las condiciones de estudio. En
promedio, alrededor del 62 al 66% de células T tienen un fenotipo CD4* CD3* CD45R0O" y,
un 28 a 38% aproximadamente, un fenotipo CD8* CD3* CD45RO" (Fig. 6-7).
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Al comparar entre si los resultados de las condiciones de estudio, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos (p>0.9999).
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Figura 5. Resultados representativos de citometria de flujo de la expresién de los marcadores
CD3 con CD45R0 y CD25 con Ki-67 en la poblacién de células T CD4" y CD8". (A, C)
Alrededor del 27% de las células T CD4"y 61% de las células T CD8" tienen el fenotipo CD3*
CD45R0O, mientras que el 73% y 39%, respectivamente, tienen un fenotipo CD3* CD45R0O".

(B, D) Tanto las células T CD4* como T CD8" presentan mayormente un fenotipo CD25

Ki-67-, con una proporcién del 95.6% y 99.1%, en el orden dado.
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Figura 6. Identificacion de células T CD4" virgenes (CD4" CD45RO" CD3*) y, células
efectoras y de memoria (CD4* CD45R0O" CD3"), en presencia de los antibiéticos ampicilina,
cefalotina y eritromicina en concentraciones 1, 10, 25 y 50 yg/mL (n = 3). No se observaron

diferencias significativas entre las concentraciones de los antibiéticos (p>0.9999).

53



Ampicilina Cefalotina

100+ 100 -
80 T __ 80+ T
= =
= 60 — 604
1] w
© =
S 40+ S 40+
o @
& (&}
20 204
0- 0 T T
Virgenes Efect/Memoria Virgenes Efect/Memoria
cDg+ CD8+

Eritromicina

100+
Control (-)

80+ ' Control (+)
1 pg/mL
mm 10 pg/mL
40+ 25 pg/mL
50 pg/mL

60

Células T (%)

204

Virgenes Efect/Memeoria
CD8+

Figura 7. Identificacion de células T CD8" virgenes (CD8" CD45R0O" CD3") y, células
efectoras y de memoria (CD8" CD45RO" CD3*), en presencia de los antibidticos ampicilina,
cefalotina y eritromicina en concentraciones 1, 10, 25y 50 yg/mL (n = 3). No se observaron

diferencias significativas entre las concentraciones de los antibioticos (p>0.9999).

7.3. Activacion y proliferacion de linfocitos T CD4" y CD8"
Los marcadores CD25 y Ki-67 permiten distinguir a células activadas vy/o
proliferando de aquellas que se encuentran en un estado de reposo (Fig. 5). En las
figuras 8 y 9 se presentan los resultados de los distintos fenotipos segun la subpoblacién

de células T (CD4" y CD8", respectivamente), tales fenotipos son:

e Células T en estado de reposo: CD4*/CD8* CD25 Ki-67"

e Células T activadas sin proliferar: CD4*/CD8* CD25* Ki-67"

e Células T activadas y proliferando: CD4*/CD8* CD25" Ki-67*

e Células T sin activarse y proliferando: CD4*/CD8* CD25 Ki-67*

Ambas subpoblaciones de células T presentan mayormente un fenotipo CD4*/CD8*
CD25 Ki-67-, con una proporciéon del 64-95% y 58-97%, en el orden dado. Asi como un
fenotipo CD4*/CD8" CD25" Ki-67-, presente en las células T CD4" en un 3 al 33% en
promedio (Fig. 8) y en las células T CD8" del 2 al 40% (Fig. 9).
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No se observaron diferencias significativas entre las concentraciones de los
antibiéticos. Con valores de p que varian desde 0.9496 a 0.9959 en la subpoblacion de
células T CD4" (Fig. 8) y 0.7474 a 0.9767 para T CD8" (Fig. 9).
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Figura 8. Activacion y proliferacion en células T CD4". Se observan células T CD4"* en reposo
(CD4* CD25 Ki-67°), células activadas sin proliferar (CD4* CD25" Ki-677) y células activadas
proliferando (CD4" CD25" Ki-67"), en presencia de los antibioticos ampicilina, cefalotina y
eritromicina en concentraciones 1, 10, 25 y 50 ug/mL (n = 3). No se observaron diferencias

significativas entre las concentraciones de los antibidticos (p>0.94).
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Figura 9. Activacion y proliferacion en células T CD8". Se observan células T CD8" en reposo
(CD8* CD25 Ki-67°), células activadas sin proliferar (CD8* CD25" Ki-677) y células activadas
proliferando (CD8" CD25" Ki-67"), en presencia de los antibiodticos ampicilina, cefalotina y
eritromicina en concentraciones 1, 10, 25 y 50 pg/mL (n = 3). No se observaron diferencias

significativas entre las concentraciones de los antibidticos (p>0.74).

7.4. Expresion de citocinas extracelulares

Se examind el efecto de los antibidticos ampicilina, cefalotina y eritromicina en
concentraciones de 1 a 50 yg/mL sobre la produccién de las citocinas IL-1p3, IL-6, IL-10,
IL-12 y TNF en células T estimuladas con a-CD3 y a-CD28.

Como se muestra en la Fig. 10 no se observaron diferencias significativas en la
secrecion de citocinas entre las células T activadas tratadas con y sin antibidticos. Sin
embargo, es importante mencionar que se encontré una p<0.05 al realizar la prueba
ANOVA de una via debido a que la eritromicina a 10 pg/mL incremento significativamente

la produccion de TNF y de IL-13 en comparacién con el control negativo (sin estimular).
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D. Expresion de IL-6
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Figura 10. Expresion de citocinas extracelulares. Se analiz6 el efecto de la ampicilina,
cefalotina y eritromicina en dosis de 1, 10, 25 y 50 ug/mL en la concentracion de (A) IL-12, (B)
TNF, (C) IL-10, (D) IL-6 y (E) IL-1B (n = 3). Se observo una p<0.05 en (B) y (E) en el caso de

la eritromicina al realizar la prueba ANOVA de una via, sin embargo, en las pruebas post hoc

no se encontraron diferencias significativas en comparacion con las células estimuladas no

expuestas a antibiético [control (+)]. En los antibioticos ampicilina y cefalotina no se

encontraron diferencias significativas.
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8. Discusion

Diversos factores presentes durante la activacion de las células T pueden modular
las funciones proliferativas y efectoras, y por ende, al fenotipo reciproco. Entre estos
factores se incluyen diferentes patégenos, antigenos, factores fisioldgicos y agentes
antibacterianos. Estos ultimos desempefan papeles muy importantes en la practica

clinica y son el objeto del presente estudio.

En este estudio se utilizé un sistema in vitro que produce células T activadas al
estimularse las PBMC con anti-CD3/CD28 durante 72 horas, asi mismo se agregd
antibiético con concentraciones 1, 10, 25 y 50 ug/mL en los pozos requeridos. Posterior al
tiempo de cultivo, las caracteristicas de las células se analizaron por citometria de flujo
utilizando los marcadores CD4, CD8, CD3, CD45R0O, CD25 y Ki67; los cuales permitieron
definir las subpoblaciones de linfocitos T CD4* y CD8", la expresion de linfocitos T
virgenes, efectores y de memoria. Asi como, la activacion y proliferacion de linfocitos T
CD4* y CD8". Ademas, se analizo si estos antibiéticos tienen efectos moduladores sobre
las citocinas IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF; ya que, como se ha afirmado antes, las
citocinas producidas en respuesta a una infeccion tendran un marcado efecto sobre la
diferenciacion y la funcién efectora de las células T, y por lo tanto, sobre la naturaleza de

las respuestas inmunes posteriores (Morikawa et al., 2002; Williams et al., 2005).

La produccion de estas citocinas no esta restringida a determinados subconjuntos
de células T, sino que se producen en varios leucocitos. En particular, estudiamos el
comportamiento del subconjunto Th1 mediante la produccion de una de sus citocinas
efectoras (TNF) y de una de sus citocinas polarizantes (IL-12) (Pennock et al., 2013), asi
como, el comportamiento de las células Th2, mediante la secrecion de la IL-6 (Pennock et
al., 2013). Ademas, analizamos la respuesta del entorno mediante la IL-1B cuya funcion
proinflamatoria es crucial para las respuestas de defensa del hospedero frente a
infecciones y lesiones (Lopez-Castejon & Brough, 2011) y la IL-10, que es una potente

citocina antiinflamatoria (lyer & Cheng, 2012).

Las principales observaciones de este estudio son las siguientes: Los antibiéticos a
concentraciones de 1, 10, 25 y 50 yg/mL no ejercieron ningun efecto apreciable in vitro, ni

sobre la funcién ni sobre el fenotipo de las células T de donantes humanos sanos.

Las concentraciones maximas séricas de los antibidticos empleados en este trabajo
de investigacion son de 3-10 pyg/mL (ampicilina) y 20-50 ug/mL (cefalotina), en el caso de
los betalactamicos (Suarez & Gudiol, 2009); y de 1.5-10 uyg/mL para el macrdlido

eritromicina (Cobos-Trigueros et al., 2009).
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Estos son los rangos de concentracién que se observan normalmente en la practica
clinica, de ahi que, en el disefio de este estudio se decidiera analizar el efecto supresor

en células T in vitro con estas dosis.

En el estudio de Huegin et al. (1986) se obtuvieron resultados similares a los de este
trabajo al emplear antibioticos betalactamicos. Se observaron efectos supresores muy
amplios cuando se afadid a los cultivos 1 mM (~550 ug/mL) de ceftazidima y al utilizar
una concentracion 1/3 mM (~180 pg/mL) se redujo la incorporacion de [3H]-timidina, la
cual es una medida de proliferacion celular, hasta aproximadamente el 50% de los
valores de control a las 72 horas. Pero, no se encontraron diferencias significativas en
presencia de una concentracion de ceftazidima de 1/9 mM (~60 pg/mL). Asi mismo,
Rouveix et al., (1987) al utilizar cefalotina a una concentracion de 50 pug/mL, obtuvieron
resultados insignificantes a las 72 h. No obstante, al mantener la misma concentracion y
aumentar el tiempo de exposicion a 96 h, la respuesta proliferativa de los linfocitos T se
redujo significativamente (p<0.001). Por su parte, la cefalotina a 100 ug/mL causé un
descenso significativo de la proliferaciéon celular, en comparacién con los cultivos
celulares de control a las 72 h (P<0.01) y 96 h (P<0.001) de cultivo.

En otro estudio, se observd que la penicilina G a 120 pug/mL ejerce un papel
inmunomodulador en las células T al afectar a la expresion de diferentes genes de
citocinas y por ende, a sus funciones efectoras. En particular, las células tratadas con
penicilina G expresaron niveles reducidos de los genes IFN-y e IL-17A en comparacion
con las células control (Owlia et al., 2021). El IFN-y actua directamente sobre las células
T CD4+ activadas permitiendo la diferenciacion al subconjunto Th1 (Punt et al., 2020); y
es producido en grandes cantidades por las células T CD8+ activadas (Pennock et al.,
2013). Por otra parte, la IL-17A es secretada por las células Th17, concediendo que se

lleven a cabo las funciones efectoras necesarias (Punt et al., 2020).

Es logico pensar que las dosis comunmente empleadas en la clinica no ejerzan un
efecto supresor en las células T y si, las dosis que excedan la concentracion maxima
sérica. Sin embargo, Manzella & Clark (1983) reportaron de una disminucion significativa
de la captacion de timidina tritiada por moxalactam y cefuroxima a concentraciones de 25
a 200 pg/ml. En otro estudio llevado a cabo por Chaperon & Sanders (1978) encontraron
que la cefalexina, la cefradina, la cefalotina, la cefapirina y la rifampicina suprimieron las
respuestas proliferativas de los linfocitos a partir de concentraciones de 25 ug/ml
(P<0,01).

La mayoria de los informes donde se presentaron pruebas de los efectos
antiproliferativos de los antibidticos betalactamicos en las células eucariotas se
establecen en los afios 1973 a 1990 (Neftel et al., 1989).
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Independientemente de los parametros analizados, los investigadores encontraron
que los efectos de los betalactamicos dependieron claramente de la dosis (Neftel et al.,
1989). Por tal motivo, se decidié analizar en este trabajo las concentraciones utilizadas en

la practica clinica y confirmar o descartar estos datos.

El comportamiento observado de los macrélidos es muy diferente en este trabajo a
lo revisado en la literatura. Keicho et al. (1993) encontraron que la eritromicina posee la
capacidad de suprimir la respuesta proliferativa de las células T in vitro de forma
dependiente de la dosis. La incorporacion de [3H] timidina se redujo en un 10-20% a 1
pgg/mL (p<0.01) y en un 40-60% a 100 pg/mL (p<0.001). Wu et al. (2007) trabajaron con
concentraciones de eritromicina de 3 pg/mL a 100 pyg/mL y encontraron, de manera
similar, que la eritromicina puede inhibir la proliferacién de células T de un modo notable y
dependiente de la concentracion. En comparacion con las células control, los indices de

inhibicion (%) aumentan de 22.23 a 38.67 con 3 y 100 pg/mL, respectivamente.

El efecto supresor de la azitromicina fue estudiado por Lin et al. (2016). Y en sus
resultados también observaron que la azitromicina suprimié la proliferacion de células T
CD4+, enun 15% a 10 pg/mL (p = 0.008) y en un 28% a 50 yg/mL (p = 0.010).

Aparte del efecto antibacteriano de los macrélidos, desde hace décadas se ha
confirmado que tienen un efecto inmunomodulador y antiinflamatorio. El estudio pionero
que distinguié entre los efectos antimicrobianos y los efectos inmunomoduladores de los
macrolidos, se realizé en adultos con panbronquiolitis difusa en los que el tratamiento con
eritromicina mejoré drasticamente la supervivencia independientemente de la
colonizacién bacteriana (Zimmerman et al, 2018). Se ha informado en distintos estudios
que las células T CD4" muestran una supresion de la produccion de citocinas efectoras
Th1 y Th2 de forma dependiente de la dosis en presencia de macrélidos (Zimmerman et
al, 2018; Franz et al., 2022). Estas alteraciones en la funcién de las células T se observan
desde concentraciones minimas, como es 1 uyg/mL; aumentando significativamente la

supresion conforme aumenta la concentracion.

Morikawa et. al. (2002), examinaron los efectos de los macrdlidos: claritromicina,
midecamicina acetato y josamicina sobre la produccién de citocinas TNF, IL-6 e IL-10 a
concentraciones de 1.6 a 40 ug/mL. En sus resultados reportaron que la secrecion de
TNF-a fue notablemente inhibida en todas las concentraciones y por todos los farmacos
utilizados. Mientras que la secrecion de IL-6 solo fue suprimida significativamente a una

concentracion de 40 pg/ml por los macrolidos examinados.
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Por otro lado, el efecto de los tres macrélidos sobre la secrecién de IL-10 fue el
menos potente y no se observaron diferencias significativas. De igual forma, en el estudio
llevado por Sugiyama et. al. (2007) observaron que la claritromicina (10 pg/mL) inhibio
significativamente la produccién de IL-6 en comparacién con el control. Aunque, la
azitromicina (10 pg/mL) aumentd significativamente la producciéon de IL-10 en
comparacion con el control, no hubo diferencias estadisticas significativas por parte de
ambos macrélidos en la produccion de IL-12p40 y TNF-a. Por ultimo, Lin et al. (2016)
examinaron el efecto supresor de la azitromicina en la produccion de citocinas y
encontraron que a una concentracion de 10 ug/mL la secrecion de IL-6, IL-10, IL-12 y
TNF-a se inhibié considerablemente (p<0.05); por otro lado, en su estudio la azitromicina

no afecto a la secrecion de IL-1.

Entonces, ¢ por qué en este estudio no se observo un efecto supresor en las células
tratadas con eritromicina en comparacién con las células control? Esto tiene que ver
principalmente con el hecho de que la mayoria de las células T CD4" y CD8" se
encontraron en un estado de reposo y, menos del 5% de las células estaban activadas y
proliferando. Al estimular a las células con anti-CD3/CD28 se esperaba que las células T
proliferaran ampliamente in vitro. Hay que hacer notar que, por lo general, las células T
humanas deben incubarse con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 durante 3-5 dias para
detectar picos de proliferacion y activaciéon. Asi que, para obtener los efectos maximos es
necesario replantear las condiciones de tiempo de incubacién y encontrar el mejor
tiempo. Ademas de que debe considerarse realizar una revision del disefio para llegar a

una adecuada estandarizacién de los procesos.

Las principales limitaciones de este trabajo son el tamafio relativamente pequefo de
la muestra, el uso de un solo punto de tiempo de cultivo (72 horas) y no haber realizado
algun ensayo de viabilidad celular al tiempo de analizar los resultados por citometria de
flujo. Considero conveniente aumentar el tamafo de la muestra, de tal forma que sea lo
suficientemente grande para poder garantizar que es una muestra representativa.
Mientras que, como se puede observar en los resultados ya mencionados del estudio de
Rouveix et al. (1987), la respuesta celular puede cambiar significativamente al aumentar
el tiempo de cultivo de 72 a 96 horas. Por lo que, es importante tomar en consideracién
examinar los resultados en mas de un punto temporal. Finalmente, los ensayos de
viabilidad celular nos permitiran confirmar que las células muertas permanecieron
excluidas del analisis citométrico y nos garantizaran unos datos mas precisos (Labclinics,
2017).
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En ultimo término, recomiendo que en préximas investigaciones de este tema se
evalle la expresion de marcadores y de genes de algunas citocinas extracelulares, asi
como de factores de transcripcién. Estos datos ayudaran a definir, por la expresion
diferenciada de moléculas, a los subconjuntos de células T CD4"y a las células CD8"
(Wik & Skalhegg, 2022)

A pesar de los resultados no concluyentes, distintos estudios han demostrado que
los antibidticos betalactamicos y macrolidos, tienen efectos moduladores sobre la
activacion y proliferacion de las células T de manera dependiente de la dosis. Estos
antibioticos pueden afectar a respuestas inmunitarias especificas y esto es algo que debe
tenerse en cuenta en la practica clinica. Especialmente durante el tratamiento de
pacientes con una funcidon inmunitaria comprometida, como son, pacientes
inmunodeficientes, pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos, y, sobre
todo, en pacientes mujeres embarazadas, asi como, en planificacion reproductiva
(Rouveix et al., 1987; Williams et al., 2005).

Incluso un tratamiento corto con antibidticos altera las comunidades bacterianas de
los huéspedes humanos y a veces pueden tener un efecto residual duradero en el
microbioma, con posibles consecuencias metabdlicas o inmunitarias. Y, en el caso
especifico del embarazo, un microbioma sano es importante para mantener un embarazo
normal (Kuperman & Kore, 2016). Goméz de Aguero et al. (2016) demostraron que la
microbiota materna durante el embarazo determina el desarrollo inmunitario postnatal

temprano.

Para concluir, la indicacion del uso de antimicrobianos en el embarazo debe
someterse siempre a una evaluacion de la relacion riesgo/beneficio. La eleccion del
antimicrobiano utilizado para cualquier infecciébn dada debe ser la mas segura con
eficacia probada. De la misma forma, la dosis y la duracién deben ser las minimas

necesarias para un tratamiento eficaz (Lamont et al., 2014).
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9. Conclusiones

Los resultados de este trabajo no pudieron confirmar el papel inmunomodulador de
la ampicilina, cefalotina y eritromicina, al no afectar el tratamiento con antibioticos en sus
distintas concentraciones a la funcion y fenotipo de las células (linfocitos) T de mujeres en
edad reproductiva. No se observaron diferencias significativas en las células T activadas
y/o proliferando al ser tratadas con o sin antibioticos. Ademas, en la ausencia y presencia
de antibidticos en la expresion de los marcadores de linaje tampoco se observaron
diferencias significativas. Los datos sugieren que las dosis empleadas normalmente en la
practica clinica de ampicilina, cefalotina y eritromicina no afectan significativamente la
respuesta de las células T. No obstante, debido a las limitaciones de este estudio, para
corroborar esta informacion es necesario extender el analisis en el tamafio de muestra,
asi como evaluar el efecto de los tratamientos a dosis mas altas y en tiempos de

incubacién mas prolongados.
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Anexos

Calculos

1) Preparacion de medio de cultivo RPMI-1640

_ (W E0m) _ ooy

Suero fetal bovino - 100%
VL—glutamina = % = 5mlL
Piruvato de sodio = W = 5S5mL
— (X (G00ml) _
Aminoécidos no esenciales 1X10500)(; = = 5mL
VB—mercaptoetanol = = HA;I)SElSISO it ° 1;07:)11\:1” = 0.045 mL

2) Conteo de células mediante tincion vital con azul de tripano

Foérmula general: #células/mL = (X de células) (vol. original) (10) (10000)
S1 #células/mL = (41) (2 mL) (10) (10000) = 8200 000 cel/mL
S2 #células/mL = (32) (2mlL) (10) (10000)

6400 000 cel/mL

S3 #células/mL = (30) (2mlL) (10) (10000) 6 000 000 cel/mlL
3) Cultivo celular en placa
a-CD3: 2.8 mg/mL (stock) = 5ug/mL x 0.05mL = 0.25pug
2800 ug — 1mL = dilucién 1: 100 = 28 pg/mlL

_ 025pugx1mL x 1000 pL
a—CD3 28 ug 1mL

= 8.9 uL de aCD3/ pozo

a-CD28: 1.81 mg/mL (stock) = 2.5 ug/mL x 0.05mL = 0.125 g

1810 uyg — 1mL = dilucion 1: 100 = 18.1 pg/mlL

_ 0.125pg x1mL x 1000 pL

Va—CDZS = 8.1 T = 6-9uLdeaCD28/ pozo

DPBS: VDPBS = 50uL — 8.9puL — 6.9uL = 34.2 uL de DPBS/pozo
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a) Antibidticos

Se requieren 4 concentraciones:

1pg/mL: 1pg/mL x 0.2mL = 0.2ug
- 10 pug/mL: 10 pg/mL X 0.2mL = 2ug
- 25yug/mL: 25pug/mL X 0.2mL = 5png
- 50 pug/mL: = 50 pug/mL x 0.2mL = 10 pg

Ampicilina: 1000 pg/mL (stock)

0.2 pg X 1 mL 1000 L
100 pg 1mL 2 uL

e 1 pug/mL:

1000 pg — 1mL = diluciéon 1: 10 = 100 ug/mL

2pug X 1mL 1000 pL

e 10 pg/mL: =055 o imL = 2L
. Spgx1mlL 1000 uL
® 25 pg/mL: =055 ' iml = 5uL
. 10pg x1mlL 1000 puL
o 50 pg/ml: ——00-E - =1 o= = 10 uL
Cefalotina: 1000 pg/mL (stock)
o 1 pg/mL 0.2 pg X 1 mL . 1000 pL =2 HL

100 pg 1mL

1000 pg — 1mL = diluciéon 1: 10 = 100 pg/mL

2pg X 1mL 1000 pL

e 10 pg/mL: 000mg | iml = 2 pL
e 25pug/mL: 5*1“30);1? AL = 5L

. 10 pg X 1mL 1000 uL
e 50 pg/mL: 1000ng | Lml = 10 pl

Eritromicina: 500 pg/mL (stock)

0.2 ug X 1 mL . 1000 puL
50 pg 1mL

e 1 ug/mL: = 4L

500 pg — 1mL = dilucién 1: 10 = 50 pg/mL

2pg X 1mL . 1000 pL

e 10 pg/mL: =<5 " = 4ul

. 5ugx1mlL 1000 ul
e 25 pg/mL: =5 T iml = 10 pL
e 50 Hg/mL 10 pg X 1 mL . 1000 pL = 20 HL

500 pg 1mL
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