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RESUMEN

La obesidad es una condicion anormal de incremento de peso debido a la acumulacion
excesiva de grasa, caracterizada por un estado de inflamacion cronica de bajo grado
(altos niveles de TNF-q, II-1, 1I-6, 1I-8, perfil linfocitico Th1, asi como incremento de 1gG2)
y su curso durante el embarazo trae complicaciones tanto maternas como neonatales,
las cuales pueden manifestarse durante los primeros meses de vida, en la nifiez, en la
adolescencia, e incluso en la adultez temprana. Poco ha sido explorado sobre la
influencia de esta condicidbn materna en la descendencia, por lo que el objetivo de este
trabajo es dilucidar el impacto de la obesidad materna en recién nacidos, y develar la
relacion entre el estado materno y el sistema inmune neonatal. Para ello, realizamos un
estudio observacional analizando los compartimentos celulares mieloides y humorales
de 37 binomios madre/neonato de mujeres con normopeso, sobrepeso y obesidad
pregestacional. De cada binomio se realizaron pruebas de correlacion entre los
pardmetros clinicos maternos y los neonatales, asi como con la frecuencia de células
mieloides activadas y la concentracion de inmunoglobulinas en sangre. Encontramos un
incremento de granulocitos CD11b+, incremento en la proporcion de monocitos clasicos
TLR-4+ en el grupo de sobrepeso y disminucion de eosinodfilos TLR-4+ en el grupo de
obesidad, asi como un incremento de anticuerpos de la clase IgM en sangre materna en
los grupos de sobrepeso y obesidad; mientras que en el cordén umbilical observamos
incrementos en la proporcién de monocitos TLR-4+, en los niveles de 1IgG2 y disminucion
del porcentaje de células supresoras derivadas mieloides en los grupos de sobrepeso y
obesidad. Ademas, reportamos que el peso neonatal se relaciona directamente con la
condicion de obesidad, mientras que los niveles de nitrébgenos maternos con el estado
general del neonato. Adicionalmente, la frecuencia de granulocitos y monocitos CD11b+
se relacionan directamente con IMC pregestacional, ganancia de peso gestacional y
presién arterial maternos; dichas poblaciones sostienen una correlacién inversa con los
niveles de nitrdgeno en sangre materna. Por su parte, la frecuencia de granulocitos
CD11la+ se relaciona inversamente con la glucemia materna y directamente con la
presion sistolica materna, e Interesantemente, la glucemia materna se relaciona

directamente con la frecuencia de monocitos TLR-4+. y con los niveles de anticuerpos
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IgE en corddon umbilical. Finalmente, las concentraciones de inmunoglobulinas 1gG2 e
IgG4 correlacionan directamente con IMC y peso pregestacionales, IgG1 correlaciona
directamente con la presion diastélica, e IgE correlaciona directamente con la glucemia
materna e indirectamente con la ganancia de peso gestacional. Asi, demostramos que
el sistema inmune del recién nacido se ve alterado en sus compartimentos mieloide y
humoral, bajo la condicion de obesidad materna, y proporcionamos informacién valiosa
acerca de la relacidon existente entre el sistema inmune del recién nacido, y parametros

clinicos maternos lo que destaca la importancia del control perinatal.
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1 INTRODUCCION
1.1 OBESIDAD Y SOBREPESO EN MEXICO Y EL MUNDO

El sobrepeso y la obesidad son condiciones patoldgicas definidas por la Organizacion
Mundial de la Salud como la acumulacion excesiva de grasa, lo que frecuentemente da
lugar a una serie de complicaciones para la salud. A modo de indicador numérico, el
indice de masa corporal (IMC, el cual se calcula dividiendo el peso en kilogramos entre
la talla en metros al cuadrado) es utilizado en adultos para identificar la condicion de
sobrepeso (IMC = 25 kg/m2) u obesidad (IMC = 30 kg/m2). Desde 1975, la obesidad
mundial triplicé su prevalencia y ademas, un estudio de 2005 proyect6 que para el 2030
la poblacién mundial tendran sobrepeso u obesidad, respectivamente (Kelly et al., 2008).
De acuerdo con cifras obtenidas en 2016, donde se tiene una prevalencia del 18% en
edades de 5 a 19 afos. En el caso de adultos y adultos mayores hay una prevalencia del
13% en edades de 18 afos en adelante, siendo mayor en las mujeres (15%) comparado
con hombres (11%) (OMS, 2020). Las consecuencias a la salud de la obesidad son cada
vez mas numerosas, pero entre ellas destacan: hipertension arterial, resistencia a la
insulina (diabetes mellitus tipo 2), dislipidemia, higado graso (Tiniakos et al., 2010),
riesgo elevado de infarto agudo al miocardio y cardiopatias diversas, osteoartritis,
dificultad nocturna para respirar, enfermedades hepaticas, desordenes psicolédgicos e
incluso algunos tipos de canceres. Adicionalmente, en las mujeres que se encuentran en
edad reproductiva, suponen riesgos mayores relacionados con problemas ginecoldgicos
y en el caso del embarazo, problemas perinatales e incremento del riesgo a que la
descendencia sufra los mismos padecimientos (E. P. Williams et al., 2015). Actualmente
el sobrepeso y obesidad son catalogados como epidemia a nivel mundial, y sus
complicaciones, pese a la diversidad de su naturaleza, producen en conjunto una notable

disminucién en la calidad de vida de los pacientes, de ahi la importancia de su estudio.



1.1.1 CONTEXTO ACTUAL EN MEXICO DE LA OBESIDAD EN MEXICO

Si bien el Sistema Nacional de Salud mexicano, descrito en la Ley General de
Salud contempla una Estrategia Nacional para la Prevencion y el Control del Sobrepeso,
la Obesidad y la Diabetes (CENAPRECE, 2013), los esfuerzos por parte del Gobierno de
la Republica no han sido suficientes para reducir el problema. De acuerdo con cifras de
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), la prevalencia de sobrepeso y
obesidad increment6 en poblacién escolar (5 a 11 afos) de 34.8% en 2006, a un 35.6%
en 2018. En la poblacion adolescente (12 a 19 afios) se encontré un incremento de 34.9%
en 2012 hasta 38.4% en 2018; y la poblacion adulta (mayor de 20 afios) registré un
cambio desde el 71.3% en 2012, hasta el 75.2% en 2018 (INSP, 2018a). Aunque el
sobrepeso y la obesidad han demostrado la capacidad de permear a todos los grupos de
edad, en los ultimos seis afios se ha registrado un mayor incremento en las mujeres en
edad reproductiva, en adolescentes y en los adultos residentes de zonas rurales (INSP,
2018b), lo que supone un estrés econdmico para los pacientes, y para el propio Sistema
Nacional de Salud. En este contexto, una micro simulacion alimentada con datos de la
Encuesta Nacional de Nutricion (ENN, 1999) y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT, 2006) predice que el desenlace inercial para México en 2050 es una
prevalencia de 12 millones para diabetes mellitus tipo 2; y de 8 millones para cardiopatia,
lo que se traduciria en una elevacién del gasto desde 806 millones de dolares en 2010
hasta 1.7 billones de dolares para 2050. No obstante, una reduccion del 1% en el IMC
para dichas fechas podria contribuir a la disminucion del costo en 43 millones de ddlares
y hasta 85 millones de ddlares, respectivamente (Rtveladze et al., 2014), lo que denota
la relevancia de comprender las causas de la obesidad en México, asi como de tener un

enfoque en la medicina preventiva.



1.1.2 ETIOLOGIA DE LA OBESIDAD Y EL SOBREPESO

Si bien la obesidad y el sobrepeso son condiciones complejas de origen multifactorial, se
reconoce como principal causa a la desregulacion crénica del balance energético, en el
cual la ingesta caldrica total supera al gasto energético total (Wiskin et al., 2011). A este
respecto, un estudio realizado en Estados Unidos con 1399 participantes adultos de
diversas etnicidades encontré una clara correlacion entre ingesta energética y peso
corporal, lo que coloca al superavit calérico como la principal causa de ganancia de peso
en las poblaciones modernas globalizadas (Swinburn et al., 2009). Este desbalance
caldrico puede tener como raiz diversas causas, que van desde desordenes hormonales,
condiciones gendmicas Yy epigenéticas, e incluso fendmenos socioculturales y

econdémicos que a continuacion se describen:

Cambios en los niveles hormonales

a. La secrecién incrementada de leptina por el tejido adiposo blanco genera
un desbalance hipotalamico que altera la sensacién de saciedad (J. M.
Friedman, 2011).

b. La secrecion incrementada de ghrelina, un péptido lipofilico localizado en
la mucosa estomacal, promueve el apetito y el uso de carbohidratos (Gale
et al., 2004).

c. La pérdida de sensibilidad hacia la insulina se ha visto relacionada con el
aumento en la gluconeogénesis, asi como un incremento en el apetito por
accion hipotaldmica (Chavez et al., 1995)

d. La adiponectina, secretada por los adipocitos del tejido graso blanco, actia
como un sensibilizador a la insulina y se encuentra disminuido en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Heilbronn et al., 2003).

Il. Condiciones gendmicas
Recientemente se ha reportado la asociacion del genoma completo (GWAS)
con diversas variantes de un solo nucleétido (SNPs) con el riesgo de

desarrollo de sobrepeso y obesidad. A este respecto, una revision de 2017
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encontré6 hasta 24 623 SNPs relacionados con una alta incidencia de
obesidad. Dichos SNPs poseen una amplia distribucién en el genoma, pues
399 se encuentran en regiones no codificantes, 262 en regiones
promotoras, 5 492 en regiones enhancer, correspondiendo con 69 genes
codificantes de proteinas. Dichas variantes tienen la capacidad de modificar
la expresion de los genes implicados a través de humerosos mecanismos,
como: modificacién del splicing, y cambio en el nivel de afinidad con los
factores de transcripcién (Dong et al., 2018). Otro ejemplo de esto es la
identificacion de la variante rs3115757 del gen APLN, la cual confiere una
elevada susceptibilidad a la obesidad en poblacion egipcia (Aboouf et al.,
2015).

Condiciones epigenéticas

Algunos estudios sugieren que las caracteristicas ambientales como el estilo
de vida modifican el programa epigenético, reflejado en los patrones de
metilacion del DNA, acetilacion de histonas, entre otros, de los gametos, y con
ello transmiten la susceptibilidad de desarrollar sobrepeso y obesidad hacia la
progenie. Esto constituye una gran area de oportunidad para la medicina
preventiva, puesto que la modificacion de los habitos podria reducir dicha
susceptibilidad (Skinner, 2020).

Factores sociales, culturales y econdémicos

A pesar de que la obesidad y el sobrepeso han sido histéricamente asociados
como padecimientos de paises desarrollados, actualmente cada vez mas
naciones en vias de desarrollo se enfrentan a esta problematica (R. K. Singh
et al., 2017). Dicho fendmeno puede explicarse en el contexto de las recientes
politicas de globalizacion y urbanizacion promovidas por los gobiernos de
dichos paises. El caso particular de México en las ultimas décadas es
paradigmatico, pues relata un cambio subito desde el estilo de vida rural -

caracterizado principalmente por el consumo de productos locales y una dieta
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tradicional- hasta una cultura urbanizada, sedentaria y consumista, donde
destaca la ingesta excesiva de azucares refinados (Galvez, 2018). Sobre esto
un estudio con datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de 2006,
con 15951 participantes elegibles, identific6 al menos tres patrones
alimenticios claros en la poblacion mexicana adulta: alimentacion basada en
productos procesados y ricos en azucares refinados (RS), como pan blanco,
comida rapida, dulces y bebidas alcohdlicas; alimentacion tradicional (T)
basada en leguminosas, maiz y sus derivados; y alimentacion diversa (D)
constituida por leche, arroz, pastas, carnes, huevos, frutas y vegetales. La
poblacién mexicana adulta consume hasta en un 40% la dieta RS, que posee
una mayor densidad cal6rica, cantidad de grasas saturadas y colesterol, asi
como una menor cantidad de fibra que los otros patrones dietéticos
identificados (Flores et al., 2010). Esto es de particular importancia, pues la
compleja interaccién entre dieta y genoma es un factor que modifica la
microbiota al modular la presencia de algunas unidades taxondmicas
operativas, lo que genera disbiosis y es un posible mecanismo para el
desarrollo de obesidad y sobrepeso (Moran-Ramos et al., 2017).



1.2 NATURALEZA INFLAMATORIA DE LA OBESIDAD

La inflamacién se define como una serie ordenada y secuencial de eventos que tienen la
finalidad de mantener la homeostasis de los tejidos y érganos (Romano, 2008), y se
caracteriza por el incremento de mediadores séricos como el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF-a), Interleucina (IL)-6, IL-8 (Plutzky, 2009), asi como otras citocinas Yy
quimioatrayentes que promueven la infiltracién y activacién de células inmunes (Vieira-
Potter, 2014). De forma general, la inflamacion puede clasificarse de acuerdo a su
duracion en aguda y cronica (Seki et al., 2009), siendo la inflamacion crénica la
relacionada con la obesidad. Ademas, se considera de bajo grado por no generar
manifestaciones clinicas y por no presentar concentraciones sistémicas elevadas
(Monteiro et al.,, 2010). Para apreciar integramente la naturaleza inflamatoria de la
obesidad, es necesario abordar al tejido adiposo desde su papel metabdlico, enddcrino

e inmune.

l. Tejido adiposo como entidad metabdlicay endécrina

El tejido adiposo puede clasificarse Grosso modo en tejido adiposo pardo y
tejido adiposo blanco (Sethi J.K., 2011). El primero consiste en tejido altamente
vascularizado y densamente empaquetado de adipocitos, los cuales poseen
multiples reservorios citoplasmaticos multiloculares de pequefio tamafio, un
nacleo central y una gran cantidad de mitocondrias, lo que le brinda su
caracteristico color café. La funcién principal del tejido adiposo pardo es la
termogénesis, un proceso controlado por el Sistema Nervioso Auténomo
simpatico, en el cual la activacion de receptores 3-adrenérgicos promueven la
iniciacion de la fosforilacion oxidativa (a través del ciclo de Krebs y la B-
oxidacion) y su acoplamiento con el transporte electronico mediado por la
proteina termogenina (por sus siglas en inglés, uncoupling protein one, UCP1)
(Figura 1). Dicha proteina mitocondrial transmembranal interna es capaz de
disipar el gradiente electroquimico producido por la ATP sintasa, generando
una recirculacion proténica que produce altas cantidades de calor (Fenzl et al.,
2014).

Por su parte, el tejido adiposo blanco consiste en un conjunto de adipocitos

con un gran depésito citoplasmatico unilocular lipidico, que tienen nucleo
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marginal. Tiene la funcion primordial de almacenar lipidos en forma de
triglicéridos (Fenzl & Kiefer, 2014) los cuales puede ser liberados en forma de
acidos grasos libres hacia la circulacion en caso de alta demanda energética
mediante el proceso de lipdlisis (Figura 1).

Algunos autores afiaden la categoria de tejido adiposo beige como eslabon
intermedio (Harms et al., 2013; Wu et al., 2012; Wu et al., 2013), puesto que
son un fenotipo inducible capaz de adquirir la capacidad de realizar
termogénesis y coadyuvar en el gasto energético (Figura 1) (Fenzl & Kiefer,
2014).

Figura 1. Diferencias en la estructuray funcion de los adipocitos

blancos, beiges y pardos.
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Los adipocitos pueden ser activados por la actividad simpéatica del SNA mediante receptores (S-adrenérgicos, para generar lipolisis
(adipocitos blancos) y termogénesis (adipocitos beiges y pardos). Los adipocitos blancos poseen un gran reservorio de triglicéridos
(TG) y una baja densidad mitocondrial, mientras que los adipocitos pardos poseen una alta densidad mitocondrial y una serie de
pequefios depdsitos de triglicéridos (TG), siendo los adipocitos beiges un fenotipo intermedio inducible. Tomado y modificado de
Fenzl & Kiefer, 2014.



El descubrimiento de la actividad endocrina inherente al tejido adiposo
puede rastrearse hasta la primera mitad de la década de 1990, cuando surgio
un gran interés por el estudio de los efectos hormonales de la leptina. La leptina
es una adipocina proteica no glicosilada de 16 kDa, producida principalmente
pero no exclusivamente por adipocitos. Se ha reportado que puede ser
excretada también por musculo esquelético, intestino, tejido articular y 6seo, e
incluso por cerebro (Scotece M., 2017). Regula la homeostasis del apetito y el
peso corporal al poseer un papel antagonico e inhibitorio con el neuropéptido.
Al ser administrada a ratones disminuye notablemente la ingesta de alimentos,
el peso y el porcentaje de grasa corporal (Campfield et al., 1995), sosteniendo
una correlacién inversa con el IMC (Matarese et al., 2010). No obstante, bajo
la condicion de obesidad se observa resistencia a leptina (Steinberg et al.,
2002), lo que en consecuencia eleva los niveles de esta hormona en personas
obesas (Francisco et al., 2018).

Otras adipocinas de interés son la adiponectina y la resistina. La primera
es una proteina plasmatica secretada exclusivamente por tejido adiposo que
guarda una alta homologia con la colagena VIl y X (H. Chen et al., 1996) y su
secrecion es disminuida durante la obesidad (Ouchi et al., 1999); mientras que
la segunda es una hormona expresada por macrofagos y adipocitos humanos
(Steppan et al., 2001) y ambas se han visto implicadas con la pérdida de
sensibilidad a la insulina (Steppan et al., 2001; Waki et al., 2003; Y. Wang et
al., 2002).

Tejido adiposo como entidad reguladora del sistema inmunolégico
Recientemente se ha reconocido el papel del tejido adiposo como 6rgano
inmune (Caspar-Bauguil et al., 2005; Grant et al., 2015), en particular el tejido
adiposo blanco (Trayhurn, 2007).

Se reporta que el superavit calérico caracteristico del estado de obesidad
estimula al tejido adiposo para generar y secretar citocinas proinflamatorias
como TNF- a, IL-1, IL-6 y IL-8; disminuir la secrecion de citocinas

antiinflamatorias como: el Receptor antagoénico de IL-1 (IL-1RA), IL-3, IL-4, e



IL-10. También genera un desbalance de adipocinas caracterizado por un
incremento de leptina, adipsina, acidos grasos libres, factor de crecimiento
endotelial vascular (por sus siglas en inglés, VEGF), factor de crecimiento
transformante (TGF-B) y una disminucion de adiponectina, lo que genera
incremento en la infiltracion de células inmunes (Lee et al., 2013),
particularmente macréfagos M1 (Coenen et al., 2007; Engin, 2017).

Muchas de estas repercusiones inmunologicas del tejido graso pueden
ligarse con el rol central de la leptina. Esta actla sobre el receptor de leptina
(LEPR), del cual existe en seis isoformas: cuatro cortas; una citosdlica; y la
isoforma larga, que posee el dominio intracelular completo. Su activacion
puede dar lugar a tres cascadas de sefializacién: la primera es la mas usual e
involucra a la cinasa Jano (JAK) y a la proteina transductora activadora de la
transcripcion (STAT); mientras que las demas son reguladas por p38 MAPK
(de las siglas en inglés mitogen-activated protein kinases), ERK 1/2 (del inglés
Extracellular signal-regulated kinases), JNK (del inglés Jun N-Terminal
Kinase), PKC (proteincinasa C) y PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3 kinasa)
(Fruhbeck, 2006). Los receptores LEPR son expresados en las células
inmunes, y al activarse son capaces de inducir un perfil inflamatorio.
Particularmente, los neutrofilos, expresan la isoforma corta Ob-Ra del receptor
LEPR (Zarkesh-Esfahani et al., 2004), el cual, al ser activado promueve la
expresion de CD11b y envia sefiales de supervivencia inhibiendo la apoptosis
mediante un mecanismo MAPK dependiente (Bjorbaek et al., 1997). Ademas,
se ha visto que favorece el estallido respiratorio al generar anién superéxido y
peroxido de hidrogeno (Caldefie-Chezet et al.,, 2001); y suprime el efecto
guimioatrayente hacia IL-8, generando quimiotaxis en hacia leptina
(Montenuco, 2006). Otros granulocitos muestran una mayor capacidad
migratoria y quimiotactica en el caso de eosinoéfilos (Kato et al., 2011) y mayor
inflamacion alérgica derivada de la degranulacion en respuesta a IgE en
basdfilos (Suzukawa, 2011). Por su parte, la leptina en monocitos estimula la
sintesis de IL-1Ra (Gabay et al., 2001), II-13, TNF-a e IL-6 (Tsiotra et al., 2013);

induce su proliferacion in vitro; y favorece la sintesis y externalizacion de los



antigenos de superficie antigeno leucocitario humano, locus DR (HLA-DR),
CD38, CD71,CD11b, CD11cy CD16 (Santos-Alvarez et al., 1999). Asimismo,
se reporta que potencia el efecto de estimulantes como el lipopolisacarido
(LPS) y forbol miristato acetato (PMA); incrementa la expresion de receptor 2
tipo toll (TLR2) pero no de TLR4 (Jaedicke et al., 2013); favorece el estallido
respiratorio; y mediante un mecanismo p42/p44 MAPK-dependiente inhibe la
apoptosis (Najib et al., 2002), lo que le atribuye propiedades analogas a las de
una citocina proinflamatoria.

En el sistema inmune innato, genera la proliferacion y produccion de IL-1Ra
por parte de monocitos; incremento en la fagocitosis y produccién de IL-6, IL-
12, NO, COX2 y eicosanoides por parte de macréfagos. También induce un
aumento en la diferenciacion, proliferacion, activacion, citotoxicidad y
supervivencia de polimorfonucleares; asi como produccion de IL-1, IL-6, IL-12,
TNFa y una mayor supervivencia de células dendriticas. En células T genera
la maduracién de timocitos, proliferacidon y activacién de células T virgenes,
mayor diferenciacion de células T de memoria hacia el fenotipo TH1, mayor
produccién de IFNy e IL-2, asi como decrementos en la produccion de IL-4 e
IL-10 y disminucion en la apoptosis. La leptina promueve ademas la
linfopoyesis de linfocitos B e interesantemente induce el cambio de clase hacia
lgG2 (Versini et al., 2014).
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1.3 LA RESPUESTA INMUNE BAJO EL CONTEXTO DE LA OBESIDAD

El sistema inmune posee una diversidad funcional y morfolégica que ha sido
seleccionada para proteger al individuo de patégenos a los que continuamente se expone
en el entorno que habita y que estan en constante evolucion. Ademas, es capaz de
eliminar sustancias toxicas o alergénicas de las mucosas, lo que ayuda a mantener la
homeostasis, y todo esto se realiza bajo la habilidad primordial de reconocer lo propio
de lo no propio, e incluso, lo propio de lo propio patogénico (Chaplin, 2010).

Por otro lado, el origen de las células del sistema inmune se encuentra en las
células troncales hematopoyéticas, las cuales dan lugar a los precursores
pluripotenciales linfoide y mieloide. El linaje linfoide incluye linfocitos B (que dan lugar a
las células plasmaticas productoras de anticuerpos), linfocitos T, células NK y células
NKT. El linaje linfoide incluye los granulocitos (neutréfilos, eosindfilos, basdfilos, células
cebadas), células supresoras derivadas de mieloides y monocitos (pudiendo estos
ultimos diferenciarse a macréfagos). (Chaplin, 2010). En general, los mecanismos por
los cuales el sistema inmunoldgico es capaz de realizar el reconocimiento consisten en
moléculas de reconocimiento que corresponden a las respuestas innatas (PRRs) o
adaptativas (BCR, TCR), asi como moléculas de adhesion (integrinas y receptores de

integrinas) que permiten la movilizacion y el contacto celular.

Diversos trabajos han evidenciado tanto respuestas innatas pueden verse
alteradas en respuesta a la obesidad, ya sea como iniciadores o perpetuadores de esta

condicién. En el siguiente apartado se incluiran algunas de estas evidencias.

l. Respuestas innatas:
La respuesta innata comprende células efectoras del linaje mieloide y entidades
receptoras bioactivas, como defensinas, ficolinas y moléculas del complemento. Entre

las células efectoras de la respuesta innata se encuentran:

Neutrofilos

Originalmente fueron descritos por Ehrlich como células polimorfonucleares con una

tendencia a retener colorantes neutros (Ehrlich, 1880). Se trata de células fagociticas
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(Steven, 1892) con una vida aproximada de 6 a 8 horas en circulacion, las cuales tienen
la funcion de localizar, atacar y destruir patégenos o posibles amenazas (Amulic et al.,
2012). En la Figura 2 se resumen las funciones de estas células, lo que incluye patrullaje
en el endotelio vascular, infiltracion hacia el sitio de insulto, secreciéon de citocinas y
quimiocinas para la atraccion de células inmunes, fagocitosis del patogeno,
degranulacién del contenido antimicrobiano y eyeccion de trampas extracelulares
(Amulic et al., 2012). Durante el curso de la obesidad y el sobrepeso, el compartimento
de neutrdfilos sufre una expansion significativa (Riley et al., 2015), incrementando sus
valores desde 3.81 x 10 3 hasta 5.1 x 10 3 células por mililitro de sangre periférica en los

grupos de control y obesidad, respectivamente (Furuncuoglu et al., 2016).

Figura 2. Funciones generales de los neutréfilos
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El funcionamiento general de un neutréfilo comprende la adhesion al endotelio vascular. La expresién de PSGL-1 y L-selectina en el
neutréfilo permite el reconocimiento y captura a las P-selectinas y E-selectinas de la célula endotelial. Posteriormente, las integrinas
en el neutréfilo se adhieren firmemente a los receptores de integrinas ICAM de las células endoteliales. Esto da lugar al proceso de
infiltracion o diapédesis hacia el sitio de infeccion. La secrecién de citosinas como IL-8 genera un bucle positivo de llegada de células
neutrofilicas. Una vez en el sitio de la lesion o insulto, los neutréfilos son capaces de fagocitar al patégeno o cuerpo extrafio, ademas
de liberar el contenido antimicrobiano de sus granulos y eyectar NETs (trampas extracelulares de neutrdfilos, por sus siglas en inglés)

para neutralizar la amenaza. Tomado y modificado de Amulic ‘et alter’, 2012.
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Eosino6filos

Estas células granulociticas constituyen entre el 1-4% de los leucocitos en sangre
periférica, y tienen una elevada capacidad citotdxica, dirigida principalmente contra
parasitos de tipo helmintos, platelmintos y protozoarios. Ademas, participan en
reacciones de hipersensibilidad tipo Il, causando dafio a los tejidos propios (Shamri et
al., 2011). En la Figura 3 se muestran las principales funciones de este tipo de células,
donde destacan funciones efectoras (Figura 3 A, B, E, F), funciones inmunomoduladoras
(Figura 3 D) y funciones reparadoras y modeladoras tisulares (Figura 3 C).

Figura 3. Funciones generales de los eosinéfilos
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A) La union de anticuerpos opsonizantes de IgG1 e 1gG3 con el receptor Fcyll genera la activacion y degranulacion de proteinas
catidnicas que destruyen al helminto. B) La interaccion con viroides produce la secrecién de ribonucleasas. C) Al ser activados, los
eosindfilos secretan factores remodeladores de tejidos, como TGF-B (factor de crecimiento transformador beta, por sus siglas en
inglés), IL-13 y MMPs (metaloproteasas de matriz extracelular, por sus siglas en inglés). D) La capacidad inmunomoduladora de los
eosindfilos yace en la capacidad de presentacion antigénica y polarizacion de células T hacia el perfil Th2. E) Mediante CD11b, los
eosindfilos sensan la presencia de betaglucano y secretan EDN (neurotoxina derivada del eosindfilo, por sus siglas en inglés) ante
infecciones fungicas. F) La estimulacién TLR-4 por accién de LPS produce la eyeccion de trampas extracelulares compuestas de
ADN mitocondrial. Tomado y modificado de Shamri, Xenakis, & Spencer, 2011
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Basofilos

Son células polimorfonucleares que constituyen menos 1% del total de los leucocitos de
sangre periférica y tienen una vida de entre 1 y 2 dias. Se asocian con las reacciones de
hipersensibilidad tipo I, relacionadas con IgE (Chirumbolo et al., 2018) y gran parte de
sus funciones se deben a la expresion de receptores de alta avidez por IgE. En la Figura
4 se ilustran a detalle algunas de sus otras funciones, como brindar el perfil de citocinas

IL-4 que son requeridas para el perfil linfocitario Th2 (Min et al., 2012).
Figura 4. Vida y funciones generales de los basofilos
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La basofilogénesis ocurre en la médula 6sea en presencia de IL-3 y Linfopoyetina estromal timica (TSLP), o bien en bazo fetal. Una
vez en circulacion, se internalizan en tejidos variados para realizar funciones efectoras. Asi, en ganglios linfaticos promueven la
diferenciacion de células T hacia el perfil Th2, en pulmones se involucran en respuestas alérgicas, en piel protegen contra
ectoparasitos mediante degranulacion, y en intestino secretan histamina, lo que produce contraccion del musculo intestinal liso y

contribuye a la expulsién del parasito. Tomado y modificado de Min, Brown, & Legros, 2012.
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Monocitos

Son células mononucleares que constituyen alrededor del 10% de los leucocitos en
sangre periférica y tienen una vida media de alrededor de 3 dias (Yona et al., 2010).
Recientemente se ha apreciado una perturbacion dentro del compartimento mieloide, la
cual incluye la expansion de monocitos totales, monocitos clasicos, monocitos
intermedios. Interesantemente, también se reporta un incremento de células supresoras
derivadas mieloides y la adquisicion de monocitos con perfiles proinflamatorios (Friedrich
et al., 2019). Durante el curso de la obesidad, se ha reportado monocitosis (Friedrich et
al., 2019). La clasificacion de estas células se basa en la expresion de los marcadores
CD16 y CD14 (Kapellos et al., 2019), siendo:

Monocitos clasicos CD14"*CD16:

Son la subpoblacién mejor caracterizada y la mas abundante en sangre periférica (80-
85% dentro de los monocitos). Ante un insulto (lesion o infeccion), proliferan rapidamente
desde la médula 6sea para ser liberadas a la circulacion de forma CCR2-dependiente y
llegar al sitio de interés mediante gradientes de quimiocinas. Durante infecciones
bacterianas, estos fagocitos ayudan a reclutar a mas células del sistema inmune y
realizan presentacion antigénica mediante MHC-Il. En pulmén, se ha reportado la
diferenciacion hacia células dendriticas pulmonares, particularmente en aquellos
monocitos Ly6C" (Chiu et al., 2016). En la Figura 6 se enlistan mas funciones de este

subtipo celular.

Células monociticas supresoras derivadas de mieloides (M-MDSC):

Son una subpoblaciéon de monocitos clasicos con funciones inmunosupresoras y una
baja expresién de HLA-DR (Friedrich et al., 2019). Incrementan durante el curso de
enfermedades autoinmunes, cancer, inflamacion crénica (Friedrich et al., 2019) y algunos
autores han encontrado incrementos en estas células asociados a la obesidad (Bao et
al., 2015; Friedrich et al., 2019).
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Monocitos intermedios CD14*CD16*:

Las funciones de los monocitos intermedios son mas cercanas a las de los monocitos
clasicos, expresando una gran cantidad de MHC-II (Chiu & Bharat, 2016). En la Figura 6

se enlistan mas funciones de este subtipo celular.

Monocitos no clasicos CD14*CD16"*:

También conocidos como monocitos patrulleros, muestran un patrén de motilidad
dependiente de integrinas caracteristico sobre la region luminal del endotelio vascular,
en direccién contraria a el flujo sanguineo (Collison et al., 2015; Geissmann et al., 2003).
Ademas, pueden reclutar a neutrofilos al sitio de interés, se ha visto implicados en
mecanismos de supresion de tumores. Interesantemente, ademas de exhibir
propiedades proinflamatorias, pueden mediar respuestas antiinflamatorias, como la
iniciacion del proceso de resoluciéon de la inflamacién, y el inicio de la fibrosis (Chiu &
Bharat, 2016). En la Figura 5 se enlistan méas funciones de este subtipo celular.
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Figura 5. Funciones y caracteristicas de los subtipos de monocitos
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Los monocitos maduran en la médula 6seay se liberan a la circulacién sanguinea como monocitos clasicos CD14+. Progresivamente,
los monaocitos clasicos van perdiendo CD14 y ganando CD16, lo que da lugar a monocitos intermedios y monocitos no clasicos.
Existen otros marcadores que ayudan a diferenciar a las subpoblaciones de monocitos (mostrados en los recuadros izquierdos). Sus
diversas funciones se muestran en los recuadros de la derecha. Las respuestas antivirales de los monocitos no clasicos pueden ser

iniciadas mediante la activacion del receptor TLR-4. Tomado y modificado de Kapellos et al., 2019.

Ahora bien, la gran diversidad celular observada en el compartimento mieloide se
apoya de receptores de superficie celular (receptores tipo NOD, receptores tipo RIG,
receptores de lectina tipo C y receptores tipo toll) para realizar el reconocimiento de
patrones moleculares fijos asociados a patégenos (PAMPSs), a dafio (DAMPS) y toxinas
(Chaplin, 2010). Ademas, los procesos de infiltracion, migracion y reconocimiento celular
dependen de moléculas de adhesion, como las integrinas y sus receptores (CD1la y
CD11b). Cambios en la expresion de estas moléculas han sido asociados con procesos
inflamatorios y de activacion celular, y algunos de ellos se relacionan con las

complicaciones derivadas de la obesidad y la obesidad materna:
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Cambios en la expresion de CD11a

Se ha reportado la elevacion de CD11a en las etapas iniciales de la aterosclerosis, una
enfermedad cardiovascular que involucra poblaciones de monocitos y macréfagos

(Kawamura et al., 2004).

Cambios en la expresion de CD11b

Este marcador es una subunidad del heterodimero que conforma a la integrina Mac-1,
cuyo ligandos son: ICAM-1, fibrinégeno y factor X como receptor de la molécula iC3b del
complemento. Por si sola, esta subunidad (CD11b) tiene un dominio de tipo lectina que
reconoce D-manosa y [J-glucanos presentes en hongos (Taborda et al., 2002). Se ha
encontrado que la expresion de esta molécula en granulocitos y monocitos maternos
sostiene correlaciones positivas con el IMC materno (llavska et al., 2012), y evidencia
reciente sugiere que esta alteracion también puede ocurrir en la interfaz materno fetal
(Challier et al., 2008; Soucek et al., 2020), independientemente del incremento fisiolégico
registrado hacia el final del embarazo en preparacion para el parto (Luppi et al., 2004).
Ademas, la participacion de CD11lb en monocitos ha demostrado tener un papel
fundamental en el desarrollo de placas ateroscleréticas en sujetos obesos (Kopecky et
al., 2019) y en la modulacion de la resistencia a la insulina observada en obesidad (Zheng
et al., 2015).

Cambios en la expresion de TLR-4

Este receptor de reconocimiento de patrones (PRR) se expresa sobre la superficie de
células inmunes, endoteliales, miocitos cardiacos, e incluso en el sistema nervioso
central. Su forma activa requiere de la heterodimerizacién de una unidad de TLR-4 con
la proteina accesoria MD2 (Huang et al., 2012). Tiene como ligando principal al
lipopolisacéarido bacteriano (LPS), un potente PAMP (patrén asociado a patdgeno)
(Dobrovolskaia et al., 2002), posee ligandos endégenos como los glucosaminoglicanos
de hialuronano, los cuales son moléculas de matriz extracelular que funcionan como

patrones de reconocimiento de dafio (DAMPs) (Molteni et al., 2016) y su activacion
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induce la sintesis de citocinas proinflamatorias como TNF- a, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-12
(Basith et al., 2011; Konner et al., 2011). Interesantemente, existe evidencia de que los
acidos grasos saturados de cadena larga pueden activar a este receptor y generar
inflamacion asociada a la obesidad (Huang et al., 2012; Rogero et al., 2018) y diversos
estudios relacionan el incremento en la expresion de este marcador en células mieloides
con altos indices glucémicos de personas obesas (Dasu et al., 2008), con la hipertension
arterial (Schneider et al., 2015; M. V. Singh et al., 2019), y su antagonismo ha sido

relacionado con la disminucién en la incidencia de partos pretérmino (Jing et al., 2020).
Il. Respuestas adaptativas

Las células del linaje linfoide, sus receptores (TCR y BCR) y los anticuerpos son los
principales actores en esta respuesta (Chaplin, 2010). Estan codificadas por genes con
capacidad de rearreglos, lo que da lugar a una especificidad exquisita hacia antigenos.
Los anticuerpos son glicoproteinas efectoras del sistema inmune adaptativo,
ampliamente distribuidas en los fluidos extracelulares (como el plasma sanguineo) y las
mucosas. Pertenecen a la Superfamilia de las Inmunoglobulinas (IgSF) (Srinivasan et al.,
2005), son secretadas por células plasmaéticas, o se encuentran sobre la membrana de
los linfocitos B. Estructuralmente, las forma monoméricas de los anticuerpos se
componen de dos copias equivalentes de cadena pesada de alrededor 55kDa, unidas
por un puentes disulfuro en la regién hinge y dos copias idénticas de cadena ligera de
alrededor de 25 kDa unidas mediante puentes disulfuro, interacciones electrostaticas e
interacciones de Van der Waals, lo que resulta en moléculas con una caracteristica
bifurcacion, en forma de Y’ (Lipman et al., 2005). Tras su digestion con papaina, se
distinguen dos regiones funcionales: fragmento Fc, o fraccion cristalizable, que contiene
los dominios efectores de la funcion bioldgica; y dos fragmentos Fab (Antigen-binding) o
region de reconocimiento del epitopo (Snigurowicz et al., 1980). De acuerdo con el isotipo

de la region Fc, los anticuerpos se clasifican en:
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lgG

Es la inmunoglobulina mas abundante del plasma sanguineo pues comprende entre el
10-20% de todas las proteinas plasméticas, alcanzando niveles de alrededor de 12
mg/mL (Woof et al., 2006). Es capaz de permear hacia la mucosa intestinal atravesar la
barrera placentaria para brindar inmunidad humoral pasiva a los recién nacidos en la
etapa perinatal debido al receptor FcRn. Su principal funcién es neutralizante, pero
también activa la via clasica del complemento tras la unién de dos unidades de IgG con
Clg. Regula la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos, e incluso puede
desencadenar la degranulacion de células polimorfonucleares (Weis-Garcia et al., 2017).
Estructuralmente, se compone de dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas
iguales de alrededor de 50 kDa (Thomson, 2016) y se divide en cuatro subclases con
diferentes funciones efectoras (ver Tabla 1). La subclase 1gG1 es inducida principalmente
como resultado de respuestas contra antigenos solubles y proteinas de membrana, a
menudo acomparfiada de la generacion de bajos niveles de 1gG3 e IgG4 (Aalberse et al.,
2009). Resalta el potencial antiviral de esta inmunoglobulina. Continuando con 19G2, es
producida en respuesta a bacterias capsuladas, particularmente contra sus polisacaridos
antigénicos (Siber et al., 1980). Por su parte, IgG3 induce una potente respuesta
proinflamatoria antiviral, pero poseen una vida media mas corta que las otras subclases
de IgG y estan implicadas en la reaccion contra los antigenos de los grupos sanguineos
(Vidarsson et al., 2014). Finalmente, 1IgG4 es inducida por exposiciones repetidas a largo
plazo, pero en un ambiente no infeccioso, como las hipersensibilidades o alergias
(Aalberse et al., 2009). Se ha reportado su formacion durante infecciones parasiticas y
de helmintos (Ottesen et al., 1985). Durante el curso de la obesidad, se ha reportado el
incremento en la especificidad autorreactiva para IgG total, y particularmente, un

incremento en la concentracion de IgG2 (Versini et al., 2014).
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Tabla 1. Propiedades de las diferentes subclases de IgG

lgG1 1gG2 lgG3 lgG4
GENERAL
Masa molecular [KDa] 146 146 170 146
Aminoacidos en la region hinge [1] 15 12 622 12
Puentes disulfuro entre las cadenas 2 4b 112 2
pesadas [1]
Concentracion sérica media [g/L] 6.98 3.8 0.51 0.56
Abundancia relativa [%] 60 32 4
Tiempo de vida media [dia] 21 21 7-212 21
Transferencia placentaria ++++ ++ ++ [ ++++2 +++
Respuesta hacia:
Proteinas ++ +/- ++e
Polisacaridos + +++ +/-
Alérgenos + - ++
ACTIVACION DE COMPLEMENTO
Union a Clq ++ + +++ -
RECEPTORES Fc
FcyRI +++4¢ 654 - - ++++ 61 ++ 34
FcyRllani31 +++ 5.2 ++ 0.45 | ++++ | 0.89 ++ 0.17
FcyRllari31 +++ 3.5 + 0.10 | ++++ | 0.91 ++ 0.21
FcyRIIb/c + 0.12 - 0.02 ++ 0.17 + 0.20
FcyRlllariss ++ 1.2 - 0.03 | ++++ | 7.7 - 0.20
FcyRaviss +++ 2.0 + 0.07 | ++++ | 9.8 ++ 0.25
FecyRIlIb +++ 0.2 - - ++++ | 1.1 - -
FcRn (pH <6.5) +++ +++f ++/+++2 +++
Transporte placentario9 ++++ + +++

a El alotipo H435 posee menor afinidad hacia FcRn en medio Acido (Stapleton et al., 2011), b Para isémero

A/A, ¢ Adaptado de Bruhns et al, ¢ Constante de asociacion (x 106 M ‘1) de unién monovalente, ¢ Tras

encuentros repetidos, f a pesar de la similitud en la afinidad, el transporte placentario de IgG2 es menos

eficiente, 9 Informacion obtenida de (Palmeira et al., 2012). Modificado de Vidarsson et al., 2014 (Vidarsson

et al., 2014).
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Ahora bien, el receptor FcRn, responsable del transporte transplacentario de IgG,
es una molécula con una homologia del 22-29% con el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) de clase | (Palmeira et al., 2012). Estructuralmente es un
heterodimero de dos cadenas alfa pesadas de 45 kDa y dos cadenas beta-microglobulina
ligeras de 12 kDa que transporta a IgG uniéndose a ésta en vesiculas acidas con pH <
6.5 y liberandolo en la sangre a pH = 7.4 (Martin et al., 2001), juega un papel central en
la homeostasis de los niveles de albumina e IgG, protegiéndolos de la degradacion
lisosomal (Kim et al., 2007; Sand et al., 2014). Ademas, se ve implicada en la expresién
de complejos inmunes en epitelios, la fagocitosis mediada por 1gG (Vidarsson et al.,
2006), la supresion de tumores (Baker et al., 2014a) e inclusive en la presentacion
antigénica de células dendriticas (Baker et al., 2014b). Los factores que pueden modificar

el transporte transplacentario de anticuerpos son:

l. Subclase de 190G

Si bien las estructuras primarias de las diferentes subclases de 1gG son idénticas en un
90%, existen diferencias estructurales suficientes como para modificar la eficiencia del
transporte placentario (Wilcox et al., 2017). Como se observa en la Tabla 2, el transporte
placentario de IgG favorece a IgG1, seguido de 1gG4 e IgG3. El caso de 1gG2 es
interesante, porque a pesar de tener una afinidad por el FcRn y vida media similar a 1IgG1,
su transporte placentario es el menos eficiente, y las razones de esto son poco claras
(Einarsdottir et al., 2014).

Il Alotipo

Ha sido documentado que el alotipo H435 de 1gG3 posee una menor afinidad hacia el
receptor FCRn en medio acido que el alotipo R435, lo impacta directamente en su

transporte placentario (Stapleton et al., 2011).
Il. Glicosilacion de IgG

Estudios realizados en la década de los 90s mostraron evidencia de un menor transporte
de moléculas no glicosiladas de IgG, asi como un mayor transporte de moléculas
galactosiladas en neonatos (P. J. Williams et al., 1995) (Kibe et al., 1996). En un estudio

experimental, anticuerpos intervenidos enzimaticamente demostraron que la falta de
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galactosilacion en IgG1 disminuye la afinidad hacia el receptor FcRn, y de forma
contraria, las formas digalactosiladas de IgG mostraron mayor afinidad hacia éste con
respecto de las formas monogalactosiladas, lo que repercute en su transporte placentario
(Jefferis, 2012).

V. Especificidad del anticuerpo

En 1970, Mantyjarvi et alter demostraron que los niveles neonatales de IgG antiinfluenza
A2 son mayores que los niveles maternos (Mantyjarvi et al., 1970). Comportamientos
similares fueron reportados para los casos de herpes, toxina tetanica, estreptolisina O, y

S. pneumoniae (de Moraes-Pinto et al., 1996).

V. Concentracion materna de 1gG

Es bien conocida la existencia de una alta correlacion entre la concentracion materna y
neonatal de anticuerpos (Palmeira et al., 2012), no obstante, la saturacion de los
receptores FCRn parece ser una limitante natural, pues los anticuerpos que no se unen
al FcRn son digeridos por enzimas lisosomales dentro de vesiculas acidas (Saji et al.,
1994).

VI. Etapa gestacional

Si bien el isotipo 1gG tiene la capacidad de transporte placentario desde la decimotercera
semana de gestacion, ésta incrementa de forma lineal hacia el tercer trimestre (Saji et
al., 1999), donde particularmente se transportan IgG1l e 1gG2, y se ha observado que
bebés prematuros con frecuencia presentan deficiencias en dichos isotipos (Okoko et
al., 2002).

VIl. Patologias maternas

a. Infecciosas

Destacan los casos de modulacién en el transporte placentario de anticuerpos para
los casos de infeccion materna por VIH y malaria (Bulmer et al., 1993; de Moraes-
Pinto et al., 1998; Palmeira et al., 2012).

b. Enfermedades autoinmunes
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En el caso de lupus eritematoso, es posible la transferencia de autoanticuerpos
maternos IgG que derivan en lesiones cutaneas para el neonato, por lo que se
considera como un modelo de enfermedad autoinmune adquirible de forma pasiva
(Kobayashi et al., 2009), e interesantemente hasta el 2% de estos recién nacidos
desarrollan anormalidades estructurales delicadas, como bloqueo cardiaco en tercer
grado (D. M. Friedman et al., 2008).

VIIl.  Inmunizacién materna

Debido a que la poblacién de IgG neonatal representa la historia antigénica materna, un
enfoque creciente para este isotipo es la inmunizacién materna, pues brinda proteccion
a ambos individuos. Se han reportado mayores titulos de anticuerpos con especificidad
para influenza, tras la inmunizacion materna (Benowitz et al., 2010), dando como
resultado una disminucién de entre el 45-48% en casos de hospitalizacion por dicho
agente etiolégico (Poehling et al., 2011). Ademas, las vacunas que despiertan respuestas
humorales de tipo IgG1, como la vacuna de polisacarido de Haemophilus influenzae tipo
b (Hib), tienen la capacidad de elevar los niveles de IgG1 fetales (Englund, 2003) incluso
hasta los primeros seis meses de vida (Nahm et al.,, 2003). Para el caso de los
microorganismos capsulados, cuya respuesta humoral es principalmente IgG2 (como en
el caso de la vacuna del conjugado neumocdcico), la implementacion de esquemas de
inmunizacién puede favorecer la aparicién de IgG1l (Vidarsson et al., 1998), en luz de

gue esta inmunoglobulina tiene un mayor transporte placentario que 1gG2.

Por otro lado, grandes dosis de anticuerpos adquiridos de forma pasiva podrian
inhibir la capacidad humoral adaptativa en la infancia temprana (Palmeira et al., 2012).
Aungue los mecanismos por los cuales ocurre esto todavia no se conocen con exactitud,
este fendmeno se ha reportado para vacunas de sarampion, paperas (Gans et al., 2003;
Siegrist, 2003). Algunas hipotesis sobre el porqué de este fenOmeno incluyen la
neutralizacion de vacunas virales, la participacion de complejos inmunes que inhiben a
las células B del infante mediante la participacion del receptor Fc yRIIB, e inclusive la
eliminacion de antigenos cubiertos por anticuerpos maternos mediante fagocitosis, lo que

impediria despertar una respuesta inmune adaptativa en el infante (Palmeira et al., 2012).
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A pesar de esto, actualmente, se recomienda la aplicacién de diversas vacunas
en mujeres embarazadas, como la vacuna del toxoide tetanico y la vacuna de influenza
con virus inactivado (Palmeira et al., 2012) y en situaciones particulares, algunas
vacunas como la de hepatitis A y B, rabia, o polio son opciones a tomar en cuenta
(Englund, 2003).

IgM

Es la primera inmunoglobulina en generarse tras la exposicion antigénica inicial en la
fase inflamatoria aguda, y se caracteriza por tener una gran avidez hacia sus epitopos
(Heyman, 2016). Tiene una gran diversidad estructural, puesto que puede encontrarse
en su forma monomeérica, pentamérica (Figura 8) e incluso hexamérica. Sus cadenas
pesadas maduras se componen de 5 dominios (VH, Cu1, Cu2, Cu3y Cu4) y 576 amino
acidos (Kehry et al., 1979). A diferencia de 1gG, que sélo puede formar puentes disulfuro
con otras cadenas y en la region hinge, cada cadena py de IgM es capaz de formar
puentes disulfuro con otras cadenas y mediante tres cisteinas distribuidas en tres
dominios diferentes, lo que da lugar a los homo-pares: C337-C337 en la region Cu2,
C414—-C414 en Cp3, y C575-C575 en Cpu4, como se ilustra en la Figura 6. Este hecho,
aunado a la presencia de un carboxilo p -terminal (denominado tailpiece), permite la
formacién de las variantes poliméricas observadas para esta inmunoglobulina (Davis et
al., 1989), mediante la union con la proteina J (Frutiger et al., 1992), aunque ésta Ultima
se reserva soOlo para algunas conformaciones (Sorensen et al., 2000). Dichas
conformaciones son secretadas hacia las mucosas por accion del receptor polimérico de
inmunoglobulinas, PIgR, el cual se une a IgM mediante la proteina J (Johansen et al.,
2000).
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Figura 6. Modelo esquematico del isotipo IgM

A) Heterodimero de una cadena pesada y una ligera, también conocido como halfmer. Destacan sus
multiples dominios y sitios de glicosilacion (denotados como triangulos rojos), asi como la tailpiece (tp). B)
Mondémero de IgM, unido por enlaces disulfuro C575-C575 (denotados como un rombo rojo) en el dominio
Cu2. C, D) Modelos de pentameros que contienen la cadena J. En flechas rojas dobles, se ilustran las
interacciones por puentes disulfuro C414-C414 entre los dominios Cu3 de cada monémero. La diferencia
principal entre estos modelos es que en C) los puentes disulfuro de C414-C414 y C575-C575 unen a las

mismas cadenas y, mientras que en D), existe una uniéon en serie. Tomado y modificado de Heyman, 2016.

El rol de IgM consiste en combatir directamente la infeccion microbiana y regular
la respuesta inmunolégica. Esto se debe a su alta avidez, excelente capacidad
aglutinante y eficiente activacion del complemento, pues se requiere solo la union de un
monomero a C1lg. Asimismo, la presencia de hasta tres receptores Fc diferentes, la
capacidad de respuesta ante antigenos timo-dependientes y timo-independientes, y a la
presencia de células B de memoria con IgM superficial contribuyen a la diversidad
funcional de esta inmunoglobulina (Louis et al., 2014). Ademas, constituye el principal
isotipo de los anticuerpos naturales producidos de forma constitutiva sin exposicion
antigénica (Ehrenstein et al., 2000), los cuales son responsables de la incompatibilidad
entre grupos sanguineos, y se ha visto que pueden ser transferidos verticalmente a
través de la lactancia materna y tener un efecto protector contra infecciones bacterianas

en los recién nacidos (Van de Perre, 2003).
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Cabe mencionar que existe evidencia de alteraciones en los niveles de IgM a
causa de la obesidad. A este respecto, se ha reportado un decremento en los niveles de
IgM total en humanos obesos (Marzullo et al., 2014), y ademas se ha propuesto que
estas alteraciones pudiesen afectar también a la progenie de mujeres que cursaron el
embarazo con obesidad, posiblemente mediante un mecanismo en el cual células B que
maduran en el bazo favorecen la expresion de IgD sobre la expresion de IgM (Wilson et
al., 2015). Interesantemente, en modelo murino, bajo condiciones de dieta alta en grasas
se ha reportado incremento en los niveles de IgM mediante la estimulacion de TLR-4 en
células B (Arai et al., 2013); pero ademas se ha visto que la asociacion de IgM con AIM
(inhibidor de la apoptosis del macréfago, por sus siglas en inglés) puede estimular a la
produccion de autoanticuerpos del isotipo IgG por parte de células plasmaticas (Arai et
al., 2013).

IgA

Es la segunda inmunoglobulina mas abundante en suero, tras 1gG, y alcanza
concentraciones de 2-3 mg/mL (en su forma monomeérica). Su principal funcién en su
forma dimérica es proteger mucosas de los tractos respiratorio, gastrointestinal y
genitourinario, las cuales en conjunto representan un area de hasta 400 m? de contacto
con posibles patdgenos. Existen dos subclases de esta inmunoglobulina: I1gA1, que
posee una region hinge extendida; e IgA2 que posee una region hinge corta, las cuales
son producidas por genes independientes (Woof & Kerr, 2006). Los patrones de
glicosilacion son diferentes (Figura 7): IgA1 posee 2 sitios de N-glicosilacion en la region
Fc, asi como una rica O-glicosilacion alrededor de la region hinge que representa entre
el 5-10% de la masa molecular (Tomana M., 1976). Por su parte, IgA2 posee 4 sitios de
N-glicosilacion y carece de O-glicosilaciones. Adicionalmente, se ha reportado que IgAl
posee mas acido sialico por glicano que IgA2, mientras que ésa Ultima posee una mayor
cantidad de galactosa por glicano, y glicanos totales por anticuerpo. De acuerdo con
publicaciones recientes, estas diferencias parecen ser la causa de las diferentes
funciones de estos anticuerpos, siendo IgA2 se relacionada con un perfil proinflamatorio

en neutrdfilos, monocitos y macrofagos (Steffen et al., 2020).
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Figura 7. Representacién esquematica de los patrones de glicosilacion de IgAl e
IgA2.

a IgA1 IgA2
— N41
N131
N205
O O-glicosilacion
N340 — P> N-glicosilacion N327

Destaca la presencia de O-glicésidos en IgAl, pero no en IgA2; asi como la regién hinge extendida en IgA1l. Tomado y modificado
de Steffen et al., 2020.

Por otro lado, la presencia de cisteina como penultimo residuo de sus tailpiece y
la presencia del carboxilo terminal permite la unién de ambos subclases a la proteina
acida J (Figura 8) (Woof & Kerr, 2006)., la cual promueve la formacién de conformaciones
poliméricas (Mestecky et al., 1974) y debido a esto, es que es reconocida por el receptor
de inmunoglobulinas poliméricas, plgR (Johansen et al., 2000), y secretado hacia
mucosas del tracto digestivo y respiratorio, asi como en leche materna.

Figura 8. Representacion esquematica de la forma dimérica de IgAl1 y su forma
secretable

Componente
de secrecion

Cadena J

digA1 S-lgA1

Destaca en amarillo, la presencia de la cadena J, a la cual se unen los componentes secretores del PIgR, destacado en morado.
Tomado y modificado de Woof & Kerr, 2006.
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Sus funciones son diversas, pero destacan la proteccion de mucosas contra el
establecimiento de agentes infecciosos potencialmente patogénicos, el control y
modulacién de la microbiota (Bunker et al., 2018), y la inmunidad pasiva que dota a los
neonatos de proteccion contra infecciones a través de la lactancia materna (Hanson et
al., 2002). Ademas, su receptor FcaRI (CD89), se expresa sobre la superficie de células
del linaje mieloide, como neutréfilos, monocitos, eosinofilos, macréfagos y algunos tipos

de células dendriticas (Hamre et al., 2003).

IgE

Fue el dltimo anticuerpo en ser descubierto al ser la inmunoglobulina menos abundante
en plasma sanguineo, posee una vida media de 2 dias (Shade et al., 2019) y se cree que
se origin6 como un mecanismo de defensa contra parasitos y venenos (Mukai et al.,
2016). Asimismo, se relaciona con reacciones de hipersensibilidad tipo | (Gould et al.,
2008). Su estructura es diferente a la de IgG (compuesta de dimeros de Cy2 y Cy3),
puesto su Fc se compone de seis dominios (dimeros de Ce2, Ce3 y Ce4) en lugar de
cuatro y carece de la regién hinge. De hecho, el Fc de IgE tiene un origen filogenético
mas antiguo que el de IgG, en donde ésta ultima obtuvo la regién hinge a modo de

‘reemplazo’ para el dimero de Ce2 (Sutton et al., 2019).

Existen dos tipos principales de receptores: FceRI y FceRII/CD23. Este ultimo es
especial puesto que pertenece a la superfamilia de los receptores tipo lectina C trimérico
y es dependiente de Ca (Il) (Gould & Sutton, 2008). IgE tiene una particularmente elevada
afinidad por el FceRI, tal que la mayor proporcion de esta inmunoglobulina se encuentra
unida a sus receptores, los cuales se expresan en la superficie de mastocitos, basofilos,
células del epitelio muscular liso, monocitos y macrofagos. Es por esto que la potente
respuesta inflamatoria derivada del contracto antigénico acontece en periodos cortos de
alrededor de un minuto (Hogarth et al., 2012) y ocurre por la degranulacion de los
granulocitos y la ulterior contraccion del masculo liso. En cuanto a FceRII/CD23, éste se
expresa en linfocitos B, linfocitos T, células presentadoras de antigeno y epitelio del
tracto respiratorio; y particularmente en linfocitos B existe en su forma soluble que

permite modular los niveles de IgE. De hecho, se ha reportado que la presencia de la
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forma monomérica soluble inhibe la sintesis de IgE y la forma trimérica soluble la
incrementa (Conrad et al., 2007; Cooper et al., 2012; McCloskey et al., 2007).

IgD

Su funcién queda por esclarecerse, pues no se conocen receptores para su fragmento
Fc, pero se localiza sobre la membrana de los linfocitos B, asi como en mucosas y
plasma sanguineo en muy bajas concentraciones, y ademas contiene O-glicanos al igual
gue IgAl (Weis-Garcia & Carnahan, 2017). Cabe mencionar que los niveles de
anticuerpos varian a lo largo de la vida de los individuos, incluso en su etapa gestacional
y perinatal. Como se observa en la Figura 9, los neonatos nacen con niveles elevados
de IgG de origen materno, los cuales representan la historia antigénica de la madre
(Palmeira et al., 2012), pero estos son catabolizados rapidamente tomando niveles
minimos al noveno mes de vida. Debido a que el recién nacido no produce IgG suficientes
para contrarrestar dicha pérdida, se genera un periodo de susceptibilidad caracterizado

por bajos niveles de 1gG (Murphy, 2012).
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Figura 9. Inmunoglobulinas fetales a lo largo del embarazo y en los primeros

anos de vida.
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Los recién nacidos tienen altos niveles de 1gG, que es transportada activamente a través de la placenta desde la madre durante la
gestacion. Después del nacimiento, la produccién de IgM e IgA acelera casi inmediatamente; pero la produccién de IgG no comienza
sino hasta alrededor del sexto mes de vida, y es por esto que ocurre un descenso en los niveles de IgG a medida que éstos son
catabolizados, lo que genera susceptibilidad. Tomado y modificado de Kenneth Murphy, 2012.

Contrario de lo que se piensa acerca de que el sistema inmunolégico de un
producto gestante es inmaduro, este puede montar respuestas adaptativas con la
consecuente produccion de anticuerpos. Con lo anterior, los isotipos IgM e IgA son
producidos por los fetos durante el embarazo, particularmente en células plasméaticas
del higado fetal, sin embargo, sus niveles incrementan hasta niveles comparables a los
de un adulto hasta después del nacimiento (Murphy, 2012). En cuanto al isotipo IgE, se
sabe gue se expresa por macréfagos fetales unido al receptor FcyR y no se produce
como anticuerpo (Sverremark Ekstrom et al., 2002), pero su origen ha sido poco

explorado.

31



1.4 PANORAMA DE LA OBESIDAD GESTACIONAL E IMPACTO EN LA
PROGENIE

En México, hasta el 76.8% de las mujeres en edad fértil tienen sobrepeso u obesidad
(ENSANUT, 2018), por lo que no es sorprendente que ocupemos el séptimo lugar
mundial en prevalencia de obesidad pregestacional (C. Chen et al., 2018), y las
consecuencias derivadas de esta condicion pueden afectar a la madre o al recién nacido.
Las principales complicaciones para la madre durante el embarazo suelen ser:
hipertension arterial gestacional, diabetes mellitus gestacional, preeclampsia, eclampsia,
eventos trombdticos, necesidad de cesarea, complicaciones postoperatorias e inclusive
muerte durante el parto (Poston et al., 2011). Mientras que, por el lado de la progenie se
han reportado mayores malformaciones congénitas (e.g. defectos del tubo neural y labio
palatino), macrosomias neonatales, nacimiento pretérmino o prematuro, incremento de
cesareas, susceptibilidad a infecciones en los primeros meses de vida, lo que en conjunto
contribuye hasta con el 11% de las muertes neonatales (Hemond et al., 2016; Poston et
al., 2011). Ademas, los efectos pueden apreciarse a largo plazo, como es el caso de la
elevada tasa de obesidad, susceptibilidad a diabetes, asma, riesgo elevado de desarrollo
canceres infantiles (Stacy et al., 2019), desarrollo neurolégico adverso (disminucion de
coeficiente intelectual, autismo, hiperactividad y déficit de atencién, e inclusive psicosis
como la esquizofrenia (Van der Burg Jeske et al., 2016)), e inclusive enfermedades
cardiovasculares, observadas durante la adolescencia y adultez temprana de la progenie
de madres obesas (Hemond et al., 2016; Poston et al., 2011). Interesantemente, se ha
reportado el descenso en las poblaciones de células mieloides como monocitos y
neutroéfilos en neonatos nacidos de mujeres obesas (Enninga Elizabeth Ann et al., 2020),
pero poco ha sido explorado sobre moléculas de activacion mieloide.

Ahora bien, la cantidad de leucocitos en recién nacidos es diferente a la de los adultos
sanos. En general, se reconoce una leucocitosis fisiologica neonatal con cuentas de
entre 9 000 — 34 000 células por uL (Resch Bernhard et al., 2012), lo que contrasta con
las concentraciones de leucocitos en adultos, las cuales son de entre 4 000 — 10 000

células por uL (MS, 1990). No obstante, las leucocitosis neonatales rara vez exceden las
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100 000 células por uL (Parvez et al., 2014). Interesantemente, los neonatos de madres
obesas y con sobrepeso reportan alteraciones inflamatorias y del sistema inmune, como
por ejemplo altos indices inflamatorios neonatales (basado en anadlisis de TNF- a, IL-1a,
IL-1ra, IL-6 e IL-8), incremento de IgM sérica (Broadney et al., 2017), y un elevado estrés
oxidativo denotado como el incremento de especies reactivas de oxigeno en sangre
periférica (Gallardo Juan Manuel et al., 2015). Cambios en el funcionamiento de los
diferentes FcyRn debidos a enfermedades inflamatorias han sido reportadas, por lo que
la obesidad podria potencialmente afectar el transporte de IgG a través de algun
mecanismo de inflamacién en placenta, pero poco ha sido estudiado al respecto
(Mkaddem Sanae Ben et al., 2019).

2 JUSTIFICACION

La obesidad es una condicién cronica que tiene la capacidad de generar inflamacion
sistétmica de bajo grado, lo que favorece la aparicion de comorbilidades como la
hipertension arterial, dislipidemias y enfermedades cardiovasculares como la
aterosclerosis. En el embarazo, la obesidad pregestacional ha sido relacionada con
complicaciones maternas (preeclampsia, diabetes gestacional, abortos recurrentes,
muerte durante el parto), asi como complicaciones para la progenie (elevacién de la
mortalidad neonatal hasta en un 11%, obesidad, diabetes gestacional y complicaciones
cardiovasculares en la adolescencia y adultez temprana), no obstante, el impacto que
pueda tener la obesidad materna sobre el sistema inmune de los recién nacidos ha sido
poco explorado. Esta informacién puede servir como base para la implementacién de

biomarcadores tempranos para determinar el riesgo de futuras patologias en la progenie.

3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el impacto de la obesidad y el sobrepeso maternos sobre la expresion de
moléculas relacionadas a la activacion de los compartimentos mieloides, y sobre los

niveles humorales maternos y neonatales?
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4 HIPOTESIS

La obesidad pregestacional materna promueve el incremento de células mieloides
maternas y neonatales que expresan TLR-4, CD11b y CD11a, asi como un incremento

en el transporte de IgG2 hacia cordon umbilical.

5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto del sobrepeso y obesidad pregestacionales maternos sobre el estado
de activacion de células mieloides (neutrdfilos, basdfilos, eosinéfilos y monocitos) y en el
compartimento humoral (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA e IgE) de sangre periférica

materna y cordon umbilical del recién nacido.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

I. Determinar el impacto del IMC pregestacional en la frecuencia de neutrdfilos,
basdfilos, eosindfilos y monocitos que expresan CD11la, CD11lb y TLR-4 en
sangre periférica y sangre de cordon umbilical de madres con normopeso,
sobrepeso y obesidad.

II. Determinar el impacto del IMC pregestacional en la concentracion de las
inmunoglobulinas IgG1, 1gG2, IgG3, I1gG4, IgM, IgA e IgE de sangre periférica y
sangre de corddén umbilical de madres con normopeso, sobrepeso y obesidad.

lll.  Determinar el impacto del estado clinico y bioquimico materno sobre el estado de
activacion de células mieloides y niveles de inmunoglobulinas de cordén umbilical

en recién nacidos de madres con normopeso, sobrepeso y obesidad.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 CARACTERISTICAS DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion forma parte del proyecto multidisciplinario y colaborativo
Exposoma (Registro del proyecto: 2017-2-85), financiado y desarrollado en el Instituto
Nacional de Perinatologia (INPer); cuyo disefio ha sido evaluado y aprobado por su
Comité de Investigacion, Etica y Bioseguridad. Este estudio es de caracter observacional,
muestreo no probabilistico de casos unicos de tipo cohorte y por el investigador de

caracter analitico.

6.2 POBLACION DE ESTUDIO

6.2.1 Criterios de seleccion de la poblacion de estudio

Mujeres embarazadas que acuden a control prenatal antes de las 18 SDG con edad igual
0 mayor a 18 afos, residentes de la Ciudad de México y/o area conurbada y que ademas
tengan embarazo Unico. Todas aquellas mujeres que se les invite a participar en el

estudio, se les dé y firmen el consentimiento informado.

6.2.2 Criterios de inclusion de la poblacion de estudio

En grupos de estudio:

v' Grupo control: mujeres con edad igual o mayor a 18 afios, residentes en la
Ciudad de México y/o area conurbada, con embarazo Unico, IMC pregestacional
entre 18.0 y 24.9 kg/m?, con inicio de seguimiento del embarazo antes de las 18
semanas de gestacion (SDG).

v' Grupo de sobrepeso: cumple todas las caracteristicas del control, excepto que
el 25.0 = IMC = 29.9 kg/m?.

v' Grupo de obesidad: cumple todas las caracteristicas del control, excepto que el
IMC = 30.0 kg/mZ.
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6.2.3 Criterios de exclusion de la poblacion de estudio

Pacientes que presentan patologias agregadas como: lupus eritematoso, sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos, VIH, leucemia, hipertiroidismo, cardiopatias no corregidas,
insuficiencia renal croénica, epilepsia, esquizofrenia, Trastorno Obsesivo Compulsivo
(TOC), toxicomanias, sindrome de mala absorcién, asma no controlada, cualquier tipo

de cancer, nacimiento del producto gestante fuera del INPer.

6.2.4 Criterios de eliminaciéon de la poblaciéon de estudio

Mujeres o binomios madre-hijo que no asistan a 2 0 méas citas programadas del
seguimiento, madres que deseen retirarse del estudio y casos en los que la muestra no
sea procesable.

6.3 Muestras

6.3.1 Obtencion de las muestras

A las mujeres incluidas en el estudio, se les tomé una muestra de al menos 3 mL de
sangre periférica, y una vez practicada la cesarea se tomO una muestra del mismo
volumen de sangre de corddn umbilical y se recolectaron en tubos con &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante. Se obtuvieron muestras de 15
mujeres para el grupo control, 19 mujeres para el grupo de sobrepeso y 9 mujeres para
el grupo de obesidad; asi como de los recién nacidos correspondientes a cada una de

las madres participantes.

6.3.2 Inmunomarcaje de superficie

Para cada binomio de sangre venosa materna preparto y sangre de cordén umbilical se
realiz6 el procedimiento que se describe a continuacion. Se tomaron 25 pL de sangre y
se homogeneizaron con voliumenes titulados de anticuerpos fluorocromados en tubos de
ensaye de polietileno de 12x75 (Tabla 2) e incubadas durante 15 minutos (temperatura
ambiente, oscuridad). Posteriormente, los eritrocitos fueron lisados y los leucocitos
filados mediante la adiciéon de 250 uL de la solucion FACS ™ BD Lysing Solution
(solucién comercial de cloruro de amonio y paraformaldehido). A continuacion, se
eliminé el exceso de anticuerpos mediante lavados por centrifugacion (400 rfc, 5min) con
500 yL de PBS (solucién amortiguadora de fosfatos, pH=7.4) y tras descartar el
sobrenadante, se reconstituy6 el boton celular en 100 pL de solucion isotonica BD FACS
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Flow ™., Finalmente, las muestras se analizaron en un citometro de flujo FACS ARIA I,

cuya mesa Optica se muestra en la Tabla 3.

Tabla 2. Panel de anticuerpos

Anticuerpo 2P Fluorocromo Marca Catélogo Volumen
titulado (pL)
a-CD14 APC eF780 eBioscience 47-0149- 0.3
42

a-CD16 AF 488 BioLegend 302019 0.3
a-CD11la PE Cy7 BioLegend 301220 0.3
a-CD11b APC BioLegend 301410 0.3
a-CD45 BV 421 BD 563879 0.3
a-TLR4 (CD284) PE BioLegend 312806 0.3
a-HLA-DR PE Cy5 BD Pharmigen 555813 1.0

219G de conejo,  Los volimenes utilizados varian de acuerdo con el titulo

Tabla 3. Mesa Opticay configuracion del citbmetro

LASER Primer filtro Segundo filtro
- 450/40
Violeta 405 nm

LP 502 510/50
- 488/10
LP 502 530/30
LP 556 585/42

Azul 488 nm
LP 610 612/23
LP 655 695/40
LP 735 780/60
- 660/20

Rojo 633 nm
LP 735 780/60
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6.3.3 Algoritmo para la identificacién de células mieloides

La seleccion e identificacion celular por citometria de flujo fue realizada en el software
Flow Jo ™ V.10 y se presenta en la Figura 10. Inicialmente, se seleccionan los eventos
sencillos en una grafica de los parametros de tamafio en formato area (FSC-A) y formato
pico (FSC-H) como aquellos que presentaban una relacion lineal en ambas sefales.
Posteriormente se seleccionaron los leucocitos CD45+, y con el uso de los parametros
FSC-Ay granularidad (SSC-A), se seleccionan a los granulocitos (alta granularidad,
tamafio intermedio) y células mononucleares (baja granularidad, tamafio intermedio). Los
granulocitos se clasificaron en eosindfilos, basofilos y neutrofilos de acuerdo con la
expresion de CD16; siendo los neutrofilos CD16***, los baséfilos CD16*, y los eosindfilos
CD16 (Gopinath et al., 1997; Zhu et al., 1998). Por su parte, a partir del compartimento
mononuclear se seleccionaron los eventos CD14* con expresion variable de HLA-DR,
correspondiendo a los monocitos. Las subpoblaciones de monocitos fueron clasificados
con ayuda de CD14 y CD16 en clasicos (CD14+CD16-), intermedios (CD14+CD16+) y
no clasicos (CD14-CD16++). A partir de los monocitos clasicos, se seleccion6 a la
poblacion con baja expresion de HLA-DR para identificar a las células supresoras
derivadas de mieloides (Gimeno et al., 2011). Finalmente, a cada poblacion celular salvo
M-MDSCs, se interrogd para la expresion de CD11a, CD11by TLR4, y se registraron sus

proporciones.
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Figura 10. Algoritmo de identificacion de células mieloides

— eventos totales — eventos sencillos — leucocitos — granulocitos

300K =
200K =
100K =

Eventos sencilos .
200k = Baséfios  Neutréfilos
a0k 150K = 933

Eosindfilos 022

Leucocitos CD45+

200K =

993 643

FSC-H

100K =

FSC-A
SSC-A
SSC-A

80K = 100K =

100K =

40K = 50K =

T T T T T T T T T T T T T
50K 100K 150K 200K 4 s 0 50K 100K 150K 200K 250K 100 3 4 5

FSC-A Como-Pacific Blue-A :: CD45 FSC-A Como-Alexa Fluor 488-A :: CD16

— monocitos — monocitos clasicos
— mononucleares

No clasicos
6.50

Intermedios
1ns

Comp-PerCP-A :: HLA-DR

109 Clasicos
823

M-MDSCs (HLA-DR - Jo)
218

Comp-Alexa Fluor 488-A :: CD16
Comp-APC-Cy7-A :: CD14

Ty T Ty Ty AL ) Ty e
-10 0 10 10 10 a0 o 10 10* 10° RU 10° w0* 10°

Como-APC-Cv7-A:: CD14 Como-APC-Cv7-A :: CD14 Como-PerCP-A :: HLA-DR

Se muestra el algoritmo para la identificacion de células mieloides a través del programa Flow Jo ™.

6.3.4 Cuantificacién de inmunoglobulinas

Por cada binomio madre-hijo, se tomaron 200 uL de sangre total venosa materna y de
cordon umbilical en tubos con EDTA como anticoagulante, de los cuales 1 uL fueron
centrifugadas para la obtencién de plasma sanguineo. Luego de realizar diluciones
seriadas (1:10 000 000), se trasfirieron 5 pL de la dilucion final a un tubo con 5 pL de
perlas de captura de anticuerpos y 10 puL de solucién amortiguadora. Después de una
primera incubacién durante 2 horas a temperatura ambiente y en condiciones de
oscuridad, se realizé la adicion de 5 pL del reactivo de detecciéon, seguido de una
segunda incubacion de 30 minutos (temperatura ambiente, oscuridad). Para finalizar, se
realizaron lavados con solucion de lavado (400 rfc, 5 min) para eliminar el excedente de
reactivos, y se reconstituyeron las perlas con BD FACS FLOW ™. Las muestras
procesadas fueron analizadas en un citbmetro FACS ARIA Il y los datos fueron
interpolados utilizando una curva patrén preparada paralelamente al ensayo con ayuda
del software LEGENDplex ™ Data Analysis Software V8.0.
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6.4 ANALISIS ESTADISTICO

6.4.1 Andlisis por grupos

Para la comparacion de las variables clinicas maternas, el porcentaje de células
mieloides y cantidad de IgG1, 1gG2, 1gG3, IgM, IgG4, IgA, IgE séricas maternas y en
cordén umbilical se realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, y posteriormente
una ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey en caso de tener distribucion
normal en los tres grupos; o prueba de Kruskal-Wallis con prueba post hoc de Dunn en
caso de no tener distribucion normal en los tres grupos. En el caso particular de las
variables categdricas, como el género y la via de nacimiento, se realizé la prueba de Chi-

cuadrada. En todos los casos, el nivel de significancia se consideré con un valor de 0.05.

6.4.2 Pruebas de correlacion

Para conocer el impacto que tiene el IMC sobre las variables clinicas e inmunoldgicas en
madres y recién nacidos, se realizaron pruebas de correlacion biparamétricas de

Spearman con nivel de significancia de 0.05.

6.4.3 Reduccion de dimensionalidad por andlisis de componentes principales

Con la finalidad de analizar las variables recolectadas en un contexto multivariable e
identificar las relaciones existentes entre los parametros clinicos maternos, los
compartimentos celulares y de anticuerpos evaluados; se realizaron andlisis de
componentes principales (PCA por sus siglas en inglés). Para ello, se utilizaron matrices
enteras y normalizadas de datos las cuales fueron procesadas con el software GraphPad
Prism ™ 9.0 para generar componentes principales que expliquen al menos el 60% de la
variacion de los datos. Los resultados de este andlisis se exponen en gréaficos de biplot,
gue muestran en un mismo plano las variables (representadas como un punto unido a
un vector desde el origen), asi como las muestras enumeradas como puntos discretos.
El nivel de correlacion es proporcional al coseno del angulo entre los vectores de cada
variable, por lo que vectores paralelos representan la maxima correlacion, vectores
antiparalelos representan correlacion inversa y vectores octogonales presentan no

correlacion.
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7/ RESULTADOS
l.  DESCRIPCION DE LA POBLACION MATERNA Y NEONATAL

En el presente estudio se reclutaron 37 voluntarias de las cuales, 40 % conformaron el
grupo control, 35 % el de sobrepeso y 25 % el de obesidad. Como se detalla en la Tabla
4, la edad, la talla, la ganancia de peso durante el embarazo, la presion, asi mismo,
variables bioguimicas séricas son similares entre los tres grupos, mientras que la variable
definitoria (Peso pregestacional e IMC) son evidentemente mayores en los grupos de
sobrepeso y obesidad. Interesantemente, los niveles de glucosa son mayores en la
poblacién de sobrepeso en comparacion con el del grupo con obesidad, sin que estos
valores sobrepasen los niveles normales (<140 mg/dL). Esta descripcién resalta que los
grupos son comparables entre ellos y la propia condicion de sobrepeso y obesidad sera

la responsable de las alteraciones en las determinaciones inmunologicas.

Por su parte, el resultado de la condicién neonatal debido al sobrepeso y obesidad
maternos, parecen no impactar directamente en la somatometria y el estado general de
salud inmediato (puntuacién APGAR 1y 5) de la progenie (Tabla 5). Adicionalmente, el
género entre los recién nacidos esta equilibrado en los tres grupos, mostrando que las
potenciales diferencias inmunolégicas no estarian sesgadas por el sexo o la edad

gestacional.
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Tabla 4. Pardmetros clinicos maternos

Parametro Control (n=15) Sobrepeso (n=13) Obesidad (n=9) P
Edad (afos)? 28.3+6.4 31.5+48 34777 ns
Talla (m)? 1.6 £ 0.06 1.6 £0.06 1.6 £0.06 ns
Peso pregestacional 60.3 + 14.0 70.4 +15.8 91.6 +19.6 p***
(kg)®
IMC pregestacional 246+4.6 28.2+5.1 37.3+6.4 p***
(kg/m?)e c*
Incremento de peso 11.3+6.2 6.0+7.3 8.1+6.2 ns
(kg)®
Presion sistdélica 109.4 + 8.0 1099+7.6 106.7 + 7.2 ns
(mmHg)*
Presion diastodlica 68.8+7.0 68.8+7.9 70.3+5.6 ns
(mmHg)*

Glucosa (mg/dL)® 79.9+8.0 91.3+26.9 741 +85 c*
Urea (mg/dL)® 16.6 5.5 18.0+6.2 182+55 ns
BUN (mg/dL)® 7.2+27 8.0x29 85+£26 ns

Creatinina (mg/dL)® 04+0.2 05+0.1 05+0.1 ns
Acido drico (mg/dL)¢ 4515 40+0.8 43+0.9 ns
Colesterol (mg/dL)¢ 185.0 £ 39.9 188.8 £ 36.6 203.0+£39.8 ns
LDL (mg/dL)d 92.2+6.8 101.0+38.4 96.2+ 34.9 ns
HDL (mg/dL)® 64.7+£6.5 56.1 £ 8.7 56.7+£ 6.5 ns
Triglicéridos (mg/dL)? 127.3+33.5 191.8£89.2 191.0+74.8 ns
TGT/ALT (UI)? 18654 20.6 £ 4.7 13.8+44 ns
TGO/AST (UI) 225+56 16.6 £+ 3.6 179+24 ns

a: control vs sobrepeso; b: control vs obesidad; c: sobrepeso vs obesidad; ns: no significativo; d: ANADEVA de una via con Tukey a
= 0.05; e: Prueba de Kruskall-Wallis, a = 0.05 con test de Dunn.
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Tabla 5. Parametros clinicos neonatales

Parametro Control (n=15) Sobrepeso (n=19) Obesidad (n=9) P
Edad gestacional 39.4+0.7 38.3+0.9 38.7+0.7 ns
(SDG)?

Peso (g)° 3025.6 + 315.1 2968.3+371.4 3096.2 +331.4 ns

Talla (cm)® 489+ 1.9 485+1.8 492+14 ns
Perimetro cefalico (cm)® 345+1.7 33.8+1.2 347+1.4 ns
APGAR 1 min © 8305 8.2+0.6 7.7+15 ns
APGAR 5 min © 9.0+0.0 89+0.3 89+0.3 ns
Género (M, F) 7,7 9,4 54 ns 2

a: Chi-cuadrada a = 0.05; ns: no significativo, b: ANADEVA de una via con Tukey a = 0.05; c: Prueba de Kruskall-Wallis, a = 0.05

con test de Dunn.
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ll. IMPACTO DE LA OBESIDAD EN EL FENOTIPO DE CELULAS
MIELOIDES Y NIVELES DE ANTICUERPOS HACIA EL TERMINO DEL
EMBARAZO

Para develar el impacto de la obesidad gestacional materna en las proporciones de
células mieloides maternas, identificamos fenotipicamente a neutrdéfilos, eosinofilos,
basdfilos, monocitos clasicos, monocitos intermedios, células supresoras derivadas
mieloides (M-MDSC), asi como aquellas células que expresan CD11a, CD11b y TLR4

para explorar el estado de activacion mieloide, a través de citometria de flujo.

Iniciando con las células mieloides polimorfonucleares, en la Figura 11 se muestra
la comparacion estadistica de medias por grupos para neutrofilos, donde observamos
que el sobrepeso y la obesidad no altera significativamente los porcentajes de neutrofilos
totales (Figura 11A), neutréfilos CD11a+ (Figura 11B), neutréfilos CD11b+ (Figura 11C).

Figura 11. Frecuencias de neutrofilos maternos
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Muestras de sangre periférica de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron inmunomarcadas con el panel
de células mieloides (Tabla 3) y analizadas por citometria de flujo. Los neutréfilos fueron definidos como eventos sencillos SSC*™
CD45* CD16". Se determinaron las poblaciones de neutréfilos que expresan B) CD11a, C) CD11b, y D) TLR4. Los resultados se
muestran en gréficas de dispersion, en donde la barra central representa a la media. Las diferencias fueron calculadas con prueba
Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn. ().

En contraste con los neutrofilos, los neutrofilos revelan alteraciones en la
condicion de sobrepeso y obesidad. Si bien el porcentaje de eosinofilos totales es similar
entre las tres condiciones maternas, la frecuencia de eosindfilos CD11b+ (Figura 12C) y
eosindfilos TLR4+ (Figura 12D) muestran un incremento significativo en el grupo de
sobrepeso, sin que este resultado sea compartido con el grupo de obesidad. Por otro
lado, la presencia de eosinofilos CD11a+ (Figura 12B) no revelaron ninguna diferencia

significativa.
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Figura 12. Frecuencias de eosinéfilos maternos
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Muestras de sangre periférica de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron inmunomarcadas con el panel
de células mieloides (Tabla 3) y analizadas por citometria de flujo. Los eosindfilos fueron definidos como eventos sencillos SSC*™
CD45* CD16'. Se determinaron las poblaciones de eosindfilos que expresan B) CD11a, C) CD11b, y D) TLR4. Los resultados se
muestran en gréaficas de dispersion, en donde la barra central representa a la media. Las diferencias fueron calculadas con la prueba

de Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn.

De forma similar a los eosindfilos, el analisis de basofilos reveld alteraciones
interesantes. De esta manera, el porcentaje de basdfilos totales es similar entre las tres
condiciones (Figura 13A), mientras que el correspondiente a los basofilos CD11b+
(Figura 13C) incrementa significativamente en la condicion de sobrepeso, pero no asi en
obesidad. Por su parte, los basotfilos CDlla+ o TLR4+ (Figura 13B y 13D,

respectivamente) son similares en los tres grupos.

Figura 13. Frecuencias de basofilos maternos
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Muestras de sangre periférica de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron inmunomarcadas con el panel
de células mieloides (Tabla 3) y analizadas por citometria de flujo. Los basdfilos fueron definidos como eventos sencillos SSC**
CD45" CD16'. Se determinaron las poblaciones de basofilos que expresan B) CD11a, C) CD11b, y D) TLR4. Los resultados se
muestran en gréficas de dispersion, en donde la barra central representa a la media. Las diferencias fueron calculadas con ANOVA

y post hoc de Tukey (C), o Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn (A,B,D).

Adicional a las células granulociticas analizamos a los monocitos. De éstos se han
descrito diferentes subpoblaciones incluyendo: monocitos clasicos, intermedios y no

clasicos; asi como las células supresoras monociticas derivadas mieloides (M-MDSC).
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En la Figura 14 se muestra la comparacion de cada una de las poblaciones en nuestro
universo de estudio, donde encontramos que los porcentajes de monocitos clasicos
(Figura 14A), intermedios (Figura 14E), no clasicos (Figura 141) y M-MDSC (Figura 14M)
son similares entre los tres grupos. Sin embargo, la frecuencia de monocitos clasicos
gue expresan TLR-4 es menor en las mujeres con obesidad en comparacién con las de
sobrepeso (Figura 14D). A diferencia de las células granulociticas, ninguna de las
subpoblaciones de monocitos muestra diferencias en la expresion de CD11a o CD11b.
Adicionalmente, la presencia de M-MDSC en sangre no esta influenciada por la condicién
de sobrepeso u obesidad materna (Figura 14M).

Es conocido que la obesidad tiene la capacidad de incrementar los niveles de IgM
mediante la estimulacion de TLR-4 presentes en la superficie de las células B por accién
de &cidos grasos libres en modelo murino (Arai et al., 2013). Por lo anterior, analizamos
la condicion sérica respecto a la concentracion de las diferentes subclases de
anticuerpos en sangre periférica materna. Como se muestra en la Figura 18, la poblacién
sujeta a nuestro estudio por grupos mostrd6 un incremento significativo en las
concentraciones de dicho anticuerpo (IgM) para el grupo de obesidad. Ademas, estudios
previos han encontrado elevaciones en los niveles de IgG2 en sujetos obesos (Versini et
al., 2014).Como se muestra en la Figura 15, encontramos una tendencia de incremento
en la concentracion de IgG2, mientras que el resto de los anticuerpos no mostro

alteraciones.

En resumen, estos resultados muestran que el peso corporal elevado induce la
expresion de moléculas asociadas a la adhesion celular en granulocitos, mientras que
reduce aquellas asociadas al reconocimiento de patdégenos en monocitos (TLR-4), asi
mismo, esta condicion modifica el perfil plasmatico de inmunoglobulinas dirigiéndose a

un perfil predominante de anticuerpos IgM e IgG2.
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Figura 14. Frecuencias monocitos maternos
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Muestras de sangre periférica de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron inmunomarcadas con el panel
de células mieloides (Tabla 3) y analizadas por citometria de flujo. Los monaocitos clasicos fueron definidos como eventos sencillos
SSC* CD45* CD14" CD16, los monocitos intermedios fueron definidos como eventos sencillos SSC* CD45* CD14" CD16", los
monocitos no clasicos fueron definidos como eventos sencillos SSC* CD45* CD14° CD16%, y las células supresoras derivadas
mieloides(M-MDSC) poseen el fenotipo SSC* CD45" CD14" CD16" HLA-DR'. Los resultados se muestran en graficas de dispersion,
en donde la barra central representa a la media. Las diferencias fueron calculadas con ANOVA y post hoc de Tukey (A, E, I), o
Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn (B,C,D, F, G, H, J, K, L M).
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Figura 15. Analisis por grupos para anticuerpos en sangre periférica materna
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Muestras de sangre periférica de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron procesadas de acuerdo con las
instrucciones de LEGENDPLEX ™ Human Immunoglobulin Isotyping Panel y analizadas por citometria de flujo. Los anticuerpos son
capturados por perlas de diferentes tamafios y e intensidades de fluorescencia. Las diferencias fueron calculadas con la prueba de
Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn. Cada grafico muestra la concentracion sérica promedio de A) 1gG1, B) IgG2, C) 1gG3, D) 1gG4,
E) IgM, F) IgA, G) IgE.

.  IMPACTO DE LA OBESIDAD MATERNA EN EL FENOTIPO DE
CELULAS MIELOIDES Y NIVELES DE ANTICUERPOS EN CORDON
UMBILICAL HACIA EL TERMINO DEL EMBARAZO

Con la finalidad de develar la huella que deja la condicién de sobrepeso u obesidad
materna en estado inmunolégico de los recién nacidos, estudiamos las poblaciones de

leucocitos mieloides y de anticuerpos circulantes en cordén umbilical.

Primero, evaluamos la frecuencia de las células polimorfonucleares. En la Figura
16 se muestra la comparacién entre grupos en relacién con los neutréfilos, en donde no
encontramos alteraciones estadisticamente significativas. De forma similar, el analisis de
eosindfilos en cordon umbilical no mostrd diferencias estadisticamente significativas
(Figura 17).
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Figura 16. Analisis por grupos para neutréfilos de sangre de cordén umbilical
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Muestras de sangre de cordén umbilical de hijos de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron
inmunomarcadas con el panel de células mieloides (Tabla 3) y analizadas por citometria de flujo. Los neutréfilos fueron definidos
como eventos sencillos SSC* CD45* CD16*. Se determinaron las poblaciones de neutréfilos que expresan B) CD11a, C) CD11b, y
D) TLRA4. Los resultados se muestran en gréaficas de dispersion, en donde la barra central representa a la media. Las diferencias

fueron calculadas con la prueba de Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn.

Figura 17. Anédlisis por grupos para eosinofilos de sangre de cordén umbilical

A) Eosinofilos B) Eosinofilos CD11a+ C) Eosindfilos CD11b+ D) Eosindfilos TLR4+
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Muestras de sangre de cordén umbilical de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron inmunomarcadas con
el panel de células mieloides (Tabla 3) y analizadas por citometria de flujo. Los eosindfilos fueron definidos como eventos sencillos
SSC*™ CD45* CD16'. Se determinaron las poblaciones de eosindfilos que expresan B) CD11a, C) CD11b, y D) TLR4. Los resultados
se muestran en gréficas de dispersion, en donde la barra central representa a la media. Las diferencias fueron calculadas con ANOVA

y post hoc de Tukey (C), o Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn (A,B,D).

Por su parte, el porcentaje de basdfilos (Figura 18), al igual que neutrofilos y
eosindfilos, no mostraron ninguna diferencia estadisticamente significativa. En conjunto,
la data sugiere que no existen alteraciones en la distribucion de células
polimorfonucleares hacia el corddn umbilical debidas a la obesidad o sobrepeso

maternos.
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Figura 18. Analisis por grupos para basoéfilos de sangre de cordon umbilical
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Muestras de sangre de cordén umbilical de hijos de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron
inmunomarcadas con el panel de células mieloides (Tabla 3) y analizadas por citometria de flujo. Los baséfilos fueron definidos como
eventos sencillos SSC* CD45" CD16". Se determinaron las poblaciones de baséfilos que expresan B) CD11a, C) CD11b, y D) TLR4.
Los resultados se muestran en gréaficas de dispersion, en donde la barra central representa a la media. Las diferencias fueron
calculadas con la prueba de Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn.

Posteriormente continuamos con el analisis de monocitos, en la Figura 19 se
presenta el analisis de las medias de los porcentajes para poblaciones de monocitos de
cordén umbilical en cada grupo materno. Los monocitos clasicos (Figura 19A),
intermedios (Figura 19E) y no clasicos (Figura 191) no se ven significativamente alterados
bajo la condicion de sobrepeso u obesidad. De forma similar, la expresion de CD1lay
CD11b no varia en los tres grupos de estudio. Por su parte, la expresion de TLR4 tiende
a incrementar en el grupo de sobrepeso, aunque dicho comportamiento es significativo
s6lo en los monocitos clasicos (Figura 19D). También encontramos que la proporcion de
células inmunosupresoras derivadas de mieloides muestra una tendencia de incremento

en los grupos de estudio

El andlisis de anticuerpos presentado en la Figura 20 reveld diferencias en las
concentraciones de anticuerpos dentro del cordon umbilical. De esta manera,
observamos una diferencia significativa en la concentracion de IgG2 bajo la condicién de
obesidad materna con respecto del control, mientras que los anticuerpos 1gG3 e IgG4
muestran tendencias de incremento. Interesantemente, los niveles de IgE incrementan
en el grupo de sobrepeso, pero disminuyen en el grupo de obesidad con respecto del

control.
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En resumen, la obesidad no impacta en las proporciones de granulocitos, pero si
altera la distribucion de monocitos que expresan TLR-4 (un importante receptor de
reconocimiento de patrones, incluyendo PAMPs y DAMPS). Ademas, encontramos que
la obesidad materna incrementa significativamente la concentracion de 1gG2, y en menor
medida la de IgG3 e IgG4 en cordon umbilical, lo que podria deberse a una mayor

transferencia materno-fetal.

Figura 19. Anélisis por grupos para monocitos en sangre de cordon umbilical
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Muestras de sangre de cordén umbilical de hijos de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron
inmunomarcadas con el panel de células mieloides (Tabla 3) y analizadas por citometria de flujo. Los monocitos clasicos fueron
definidos como eventos sencillos SSC* CD45* CD14* CD16". Se determinaron las poblaciones de monocitos clasicos que expresan
B) CD11a, C) CD11b, D) TLR4, asi como a las E) células supresoras derivadas mieloides(M-MDSC), las cuales poseen el fenotipo
HLA-DR'. Los resultados se muestran en gréaficas de dispersion, en donde la barra central representa a la media. Las diferencias

fueron calculadas con la prueba de Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn.
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Figura 20. Analisis por grupos para anticuerpos de sangre de cordon umbilical.
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Muestras de sangre de cordén umbilical de hijos de mujeres control (n=15), sobrepeso (n=19) y obesidad (n=9) fueron procesadas
de acuerdo con las instrucciones de LEGENDPLEX ™ Human Immunoglobulin Isotyping Panel y analizadas por citometria de flujo.
Los anticuerpos son capturados por perlas de diferentes tamafios y e intensidades de fluorescencia. Las diferencias de medianas
fueron calculadas con la prueba Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn. Cada grafico muestra la concentracién sérica promedio de A)
1gG1, B) 1gG2, C) IgG3, D) IgG4, E) IgM, F) IgA, G) IgE.

IV. IMPACTO DE LA CONDICION MATERNA SOBRE EL ESTADO INMUNE DEL
RECIEN NACIDO

Con la finalidad de indagar si el perfil inmunologico del recién nacido guarda alguna
relacion con el estado materno se realizaron andlisis de correlacibn mdiltiple para
neutrofilos, eosindfilos, basoéfilos, monocitos, asi como moléculas asociadas a activacion,
e inmunoglobulinas en corddn umbilical con las diversas variables maternas parametros

clinicos maternos.
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Figura 21. Correlaciones de Spearman entre los pardmetros clinicos maternos y

parametros clinicos neonatales.
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Matriz de correlaciones de Spearman. El nimero y color dentro de cada casilla indica el valor del coeficiente de correlaciéon (R),

correspondiendo el azul con las correlaciones negativas, el rosado las correlaciones positivas y el blanco la no correlacion. En el eje

vertical se presentan las variables neonatales y en el eje horizontal las variables maternas. * P < 0.05, ** P < 0.005, *** P < 0.0005.

Correlaciones entre parametros clinicos maternos y parametros clinicos

neonatales

En la Figura 21 se presenta la matriz de correlaciones entre los parametros clinicos
maternos y los parametros clinicos neonatales. Como esperdbamos, el peso neonatal
correlaciona positivamente con el IMC pregestacional y peso final maternos.
Adicionalmente, observamos que el tamafio del recién nacido (talla) esta directamente
relacionado con mediciones relacionadas a los niveles de nitrdgenos presentes en
sangre materna (BUN, urea), e interesantemente estos parametros correlacionan de

manera negativa con el estado general del neonato (APGAR 1 y 5). Ademas, la
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valoracion APGAR 1 esta directamente relacionada con el nimero de gestas, mientras

gue el resto de las variables no presentaron correlaciones significativas entre si.

Correlacion entre las variables clinicas maternas y el compartimento granulocitico

de corddn umbilical

En la Figura 22 se presentan los resultados correspondientes a neutréfilos, eosinofilos y
basdfilos neonatales. Encontramos que el porcentaje general de neutrofilos y eosinofilos
neonatales correlacionan de manera positiva con la edad y la presion sistdlica,
correspondientemente. Asimismo, se encontré que el porcentaje de neutréfilos CD1la+
correlacionan inversamente con los niveles de glucosa en sangre materna, mientras que
el porcentaje de neutréfilos CD11lb+ y eosindfilos CD11b+ de cordon umbilical

correlaciona directamente con el IMC maternos.

Ademas, la presién diastolica materna se relaciona directamente con el porcentaje
baséfilos CD1la+ neonatales. Interesantemente, el nUmero de gestas muestra una
relacion negativa significativa con el porcentaje de eosinoéfilos TLR4+ y basofilos TLR4+;
mientras que el ndmero de cesareas previas se relaciona inversamente con los

porcentajes de eosindfilos y basofilos CD11a+ de corddn umbilical.

Ahora bien, para tener un panorama mas integro del impacto de la condicion
materna sobre las caracteristicas inmunolégicas del recién nacido realizamos un analisis
multivariado componentes principales (PCA), y el grafico de reduccién de variables
obtenido se presenta en la Figura 23. Con esta perspectiva de analisis, observamos que
el porcentaje de las células que expresan CD11b+ (neutréfilos, eosindfilos y baséfilos)
presentan una alta correlacién multivariable directa entre ellos mismos, lo que sugiere
gue la ganancia o pérdida de esta molécula de superficie es un fenébmeno global para la
poblacién de los granulocitos evaluados. Por otro lado, la presencia de células que
expresan CD11a se relaciona con la disminucién de monocitos TLR4+, sin embargo, el
patron de expresion de estas Ultimas es independiente de la expresion de CD11b en

células granulociticas de cordon umbilical.
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Figura 22. Correlaciones bivariadas entre las células mieloides polimorfonucleares

de corddn umbilical y las variables clinicas maternas disponibles
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Matriz de correlaciones de Spearman. El nimero y color dentro de cada casilla indica el valor del coeficiente de correlacion (R),

correspondiendo el azul con las correlaciones negativas, el rosado las correlaciones positivas y el blanco la no correlacion. * P <
0.05, ** P < 0.005, ** P < 0.0005.
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Figura 23. Biplot del anélisis de componentes principales (PCA) entre las células

mieloides polimorfonucleares y variables clinicas maternas selectas
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Gréfico de analisis de componentes principales que representa la correlacion multivariable entre los parametros clinicos maternos y
el fenotipo de células mieloides de cordon umbilical. En este analisis se tomaron en cuenta los tres componentes principales que

representan el 60% de la varianza de los datos. Representacion realizada con el programa GraphPad Prism ™.

Correlacion entre las variables clinicas maternas y el compartimento de monocitos

de corddén umbilical

En la Figura 24 se muestran los resultados para el analisis bivariado entre los parametros
clinicos maternos y los porcentajes de los diversos fenotipos de monocitos presentes en
cordén umbilical. Encontramos correlaciones directas entre el IMC y los porcentajes de
monocitos clasicos CD11b+, monocitos intermedios CD11b+ y monocitos no clasicos
CD11b+, en donde los monocitos intermedios CD11b+ también correlacionan con el
incremento de peso durante el curso del embarazo. El porcentaje de monocitos
intermedios CD11b+ guarda una relacion positiva con la presién sistolica y diastélica; en

tanto que la presion diastolica se relaciona directa e inversamente con el porcentaje de
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monocitos intermedios CD11b+ y porcentaje de monocitos clasicos TLR4+,

respectivamente.

Por su parte, las variables Niumero de gestas, Urea en sangre y BUN en sangre
muestran correlaciones principalmente inversas con algunos subtipos de monocitos. Asi,
el porcentaje de monocitos clasicos TLR4+ y monocitos no clasicos TLR4+ correlaciona
inversamente con el NUumero de gestas previas; de la misma forma, el Numero de
ceséreas previas se relaciona negativamente con el porcentaje de monocitos clasicos
CD11a+. Para el caso de la urea materna en sangre, muestra correlaciones inversas con
el porcentaje de monocitos no clasicos CD11b+, y con los monocitos intermedios
CD11b+. De forma similar, el nitrégeno ureico en sangre (por sus siglas en inglés, BUN)
muestra una correlacién negativa y significativa con el porcentaje de monocitos no
cldsicos CD11b+.

Interesantemente, la glucosa muestra relaciones de significancia estadistica con
hasta 7 fenotipos de monocitos. La correlacibn mas fuerte ocurre con el porcentaje de
monocitos intermedios TLR4+. A continuacion, destacan las asociaciones positivas con
el porcentaje de monaocitos no clasicos TLR4+ y monocitos intermedios. De forma similar,
los monocitos clasicos CD11a+, monocitos clasicos TLR4+ y monocitos intermedios
CD11la+ también sostienen correlaciones positivas. Finalmente, destaca por su

correlacion inversa, el caso de los monocitos clasicos.

Por otro lado, el analisis multivariable presentado en la Figura 25 mostré que los
cambios en la expresion de CD11a ocurren en los tres subtipos de monocitos; clésicos,
intermedios y no clasicos. Asi mismo, observamos que este fendmeno se repite para la
expresion de TLR4 y CD11b. Ademas, se observdé que el marcador de activacion
monocitico que presenta mayor correlacién con el peso pregestacional materno es
CD11b, mientras que TLR-4 presenta correlacion inversa y CD1la presenta nula
correlacion. Interesantemente, la glucemia materna (Glu) se relaciona directamente con

el marcador TLR-4, especialmente para los monocitos intermedios TLR-4+.
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Figura 24. Correlaciones de Spearman entre los monocitos de cordon umbilical y

las variables clinicas maternas

2 S
— = (@]
g 1 < o
2 E £ T s 3
3 8§ £ = % = -~ © ©
g T 2 3 § &8 E B 8 2 £
—_ S = c L 3 = S
s E 2 2 ¢ g 5 3§ g E E £ ¢
= @ S o — = i= =
E £ 8 2 5 g @ 5 2§ 2 § O
L — a = £ z o o O] =) o O <
MC -0.30 0.02 -0.04 -0.03 -0.08 0.10 -0.10 0.16 [-0.42 -0.07 -0.08 0.21 0.34
*
0.01 -0.23 -0.29 -0.28 -0.08 -0.27 -0.08 -0.02 | 042 0.21 0.02 -0.13 -0.03
MC CD11a+ ¥

-0.31 -0.11 0.32 054 0.11 -0.05 0.31 0.46 0.07 -0.02 0.01 0.33

MC CD11b+ — =
0.28 0.12 -0.21 -0.32 -0.16.-0.34 -0.38 042 022 0.02 -0.07 -0.04
*

©
o
=

MC TLR4+ *

0.28 0.09 -0.10 -0.33 -0.09 0.23 -0.28 -0.35 -0.15 -0.04 0.09 -0.14 -0.36
M-MDSC
M 0.36 -0.04 -0.05 -0.04 0.08 -0.11 0.08 -0.17 0.54 -0.03 -0.09 -0.37 -0.35

*k

0.13 -0.06 -0.13 -0.04 -0.12 -0.26 -0.20 0.05 | 0.51 0.22 0.04 -0.04 -0.07
Ml CD1la+ &

-0.29 -0.11 0.30 0.44 041 0.07 043 051 -0.37 -0.39 -0.27 0.03 0.20
MI CD11b+ * * * * *

0.37 -0.06 -0.16 -0.05 -0.06 -0.34 -0.28 0.46 0.23 -0.17 -0.24
MI TLR4+ *

MNG 0.11 0.15 0.17 0.07 0.04 -0.09 0.12 -0.10 0.18 0.20 0.31 0.06 [-0.37

MNC CD11la+

-0.03 -0.07 0.32 040 0.38 0.20 0.34 0.43 -0.28 -0.10 0.04
MNC CD11b+ *

0.27 -0.01 -0.25 -0.24 -0.11 -0.43 -0.30 -0.38 0.55 0.26 0.06 0.04 0.03
MNC TLR4+ * * *k

° -

Matriz de correlaciones de Spearman. El nimero y color dentro de cada casilla indica el valor del coeficiente de correlacion (R),

-0.15 -0.08.-0.23 0.04 0.02 0.07 022 020 -0.14 -0.18 -0.18 -0.27

correspondiendo el azul con las correlaciones negativas, el rosado las correlaciones positivas y el blanco la no correlacion. * P <
0.05, ** P < 0.005, *** P < 0.0005. En el eje vertical se muestran las células evaluadas: monocitos clasicos (MC), monocitos
intermedios (MI), monocitos no clasicos (MNC) y sus poblaciones positivas para los marcadores CD11a, CD11b y TLR-4. En el eje

horizontal se muestran las diversas variables maternas, como edad, talla, IMC, entre otras.
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Figura 25. Biplot del anélisis de componentes principales (PCA) entre monocitos

y variables clinicas maternas selectas
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Grafico de analisis de componentes principales que representa la correlacién multivariable entre los parametros clinicos maternos y
el fenotipo de monocitos de cordon umbilical. En este andlisis se tomaron en cuenta los tres componentes principales que representan

el 60% de la varianza de los datos. Representacion realizada con el programa GraphPad Prism ™.
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A. Correlaciones entre pardmetros clinicos maternos y concentraciones de

anticuerpos presentes en cordon umbilical

En la Figura 26 se presenta la matriz de correlaciones de Spearman entre las
concentraciones de anticuerpos en corddén umbilical y los parametros clinicos maternos.
Destaca la correlacion directa entre el peso pregestacional materno y las
inmunoglobulinas IgG4 e IgG2 neonatales, en donde esta Ultima también sostiene una
relacion directa con el IMC. Ademas, el numero de ceséareas y la presion diastdlica
revelan una correlacién positiva con IgGl. Interesantemente, los niveles de IgE
correlacionan negativamente con el incremento de peso durante el embarazo, y
positivamente (con alta significancia estadistica) con la concentracion de glucosa en

sangre materna.

Figura 26. Correlaciones de Spearman entre niveles de anticuerpos de cordén

umbilical y parametros clinicos maternos
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Matriz de correlaciones de Spearman. El nimero y color dentro de cada casilla indica el valor del coeficiente de correlacion (R),

correspondiendo el azul con las correlaciones negativas, el rosado las correlaciones positivas y el blanco la no correlacién. * P <
0.05, ** P < 0.005, *** P < 0.0005. En el eje vertical se muestran los anticuerpos evaluados: IgG1-4, IgM, IgA, y en el eje horizontal

se muestran las diversas variables maternas, como edad, talla, IMC, entre otras.
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Por otro lado, el andlisis de componentes principales mostrado en la Figura 27
reveld una codependencia multivariable entre las diversas clases de IgG, asi como entre
IgE y la glucemia materna. Ademas, el IMC pregestacional materno se relaciona
levemente con los niveles de IgG en cordon umbilical. Interesantemente, el IMC
pregestacional materno parece no guardar relacion con los niveles de IgM, lo que podria
significar que existen otras variables, como la dieta materna que pudieran causar las

elevaciones observadas en el analisis por grupos.

Figura 27. Biplot de analisis de componentes principales entre anticuerpos

de cordon umbilical y parametros clinicos maternos.
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Grafico de andlisis de componentes principales que representa la correlacion multivariable entre los pardmetros clinicos maternos y
el fenotipo de monocitos de cordén umbilical. En este analisis se tomaron en cuenta los tres componentes principales que representan

el 60% de la varianza de los datos. Representacion realizada con el programa GraphPad Prism ™,
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En conjunto, estos resultados sugieren que el estado clinico materno influye en las
proporciones de granulocitos, monocitos y niveles de anticuerpos presentes en cordon
umbilical. Ademas, dicho estado materno favorece un desbalance en el grado de
activacion de los granulocitos y monocitos, particularmente en el porcentaje de células
gue expresan las moléculas de adhesién CD1la+ y CD11b+, asi como la molécula de
reconocimiento TLR4. Interesantemente, el analisis de componentes principales (PCA)
reveld una fuerte codependencia entre las células que expresan CD11b, y CD11a, y en
menor grado entre las que expresan TLR4. Finalmente, tanto el analisis de correlaciones
y el andlisis de componentes principales mostraron una correlacion entre los niveles de
IgE neonatal y la glucemia materna y mostraron que IgA, IgM no se relacionan con el

IMC materno.
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8 DISCUSION

La obesidad es una problematica mundial que ha alcanzado niveles pandémicos, donde
el 70% de las mujeres en edad reproductiva la padecen. Los efectos a los que conduce
esta condicién pueden trascender incluso hacia la progenie, afectando su vida temprana
y madura (Poston et al., 2011). En este trabajo, exploramos el efecto de la obesidad
materna pregestacional sobre el estado inmunolégico de los recién nacido. Aqui se
presenta el resultado del binomio de 37 madres (sangre materna y corddén umbilical) en
el que se exploro el porcentaje de células mieloides y moléculas asociadas activacion,
asi como la concentracion de las diferentes subclases de inmunoglobulinas como una

representacion del estado inmunolégico de cada parte.

Empezando con la parte materna, el IMC materno como factor definitorio de cada
uno de los grupos (control, sobrepeso y obesidad) mostr6 diferencias estadisticamente
significativas. Por otro lado, la mayoria de las determinaciones bioquimicas sanguineas
son similares entre todos los grupos. Interesantemente, encontramos que el grupo de
sobrepeso tiene mayores concentraciones de glucosa en sangre que el control, e incluso
gue el grupo con obesidad. Estos resultados pudieran explicarse debido a que las
mujeres embarazadas con obesidad suelen atenderse de una forma mas integra que
una mujer con sobrepeso, por ejemplo, en el cuidado de la dieta. Con ello, las mujeres
con obesidad llegaron a controlar los indices glucémicos, mientras que las mujeres con
sobrepeso no lo hicieron. Es de notar que en los tres grupos de estudio los niveles de
glucosa se encuentran dentro de niveles no diabéticos, es decir menor de 125 mg/dL

(American-Diabetes-Association, 2021).

Con respecto del estado inmunoldgico de las madres, destacamos que las células
mieloides presentan alteraciones en la expresion de moléculas asociadas a un estado
de activaciéon bajo la condicibn de obesidad, independientemente del incremento
reportado para mujeres hacia el final del embarazo (Luppi et al., 2004). De esta manera,
reportamos que con IMC elevados, las basofilos y eosindfilos tienen mayores
proporciones de células que expresan CD11b. Interesantemente alteraciones en estas
moléculas de adhesiéon han sido asociadas a la formacion de placas ateroscleréticas

(Kopecky et al., 2019), por lo que estas observaciones pueden relacionarse con el mayor
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riesgo que presentan las personas obesas de padecer enfermedades cardiovasculares
(E. P. Williams et al., 2015), como la formacién de trombos e incluso arterosclerosis
(Poirier et al., 2006; Poston et al., 2011) .

Por otro lado, encontramos que el porcentaje de monocitos que expresan TLR-4
es mayor en mujeres con sobrepeso. Previos reportes in vitro han mostrado que la
glucosatiene la capacidad de inducir la expresion de TLR-2 y TLR-4 en monocitos, donde
esta desregulacion puede conllevar a incrementar el estado inflamatorio de las personas
con indices glucémicos altos (Dasu et al., 2008). Esta informacion podria explicar por
gué el grupo con obesidad no mostré6 mayores porcentajes de monocitos con este
fenotipo. Ademas, encontramos que hay menores niveles de eosindfilos que expresan
TLR-4 bajo la condicion de obesidad. Este fendmeno ha sido reportado en publicaciones
previas (O. et al., 2011), ademas se conoce este que los eosinofilos pueden modular la
polarizacion de macréfagos mediante la activacion de TLR-4 (Yoon et al., 2019), por lo
gue proponemos que nuestros hallazgos podrian implicar que la funcion de
reconocimiento por este receptor se encuentra comprometida en mujeres embarazadas

con obesidad, y derivado de ello, los mayores indices de infecciones.

Por su parte, la mayoria de las subclases de inmunoglobulinas maternas no
mostraron alteraciones, con excepcion de IgM, de la cual su concentracion fue mayor en
el grupo de obesidad. Si bien esto es opuesto a lo reportado en la literatura para humanos
(Marzullo et al., 2014; Wilson & Messaoudi, 2015), existen reportes que muestran como
la estimulacién de TLR-4 en células B puede llevar a niveles incrementados de IgM en
modelos murinos (Arai et al.,, 2013). La explicacion del fendbmeno que observamos
todavia no esta clara, pero es posible que las condiciones inmunolégicas del embarazo
(perfil tolerogénico) cambien a un perfil proinflamatorio por efecto de la obesidad, lo que
podria generar un microambiente propicio para la estimulacion de células B mediante el
agonismo de TLR-4 por parte de acidos grasos de cadena larga, los cuales suelen tener
concentraciones elevadas en estados de alta ingesta calorica. No obstante, las posibles
implicaciones de este fenOmeno no son triviales, puesto que la unidn de esta

inmunoglobulina con el inhibidor de apoptosis de macréfagos (por sus siglas en inglés,
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AIM), el cudl esta incrementado durante la obesidad por estimulacién de células
mieloides, contribuye a la produccion de autoanticuerpos del isotipo IgG (Arai et al.,
2013). Esto podria explicar la mayor incidencia de enfermedades autoinmunes en
poblacion obesa (Versini et al., 2014), y potencialmente el riesgo de parto pretérmino y
abortos (Yogev et al., 2009).

Ahora bien, como tema central de este trabajo exploramos el impacto de la
condicién materna sobre el estado general e inmunoldgico del recién nacido, el cual esta
representado por el corddn umbilical. Nuestras observaciones derivadas del analisis por
grupos no revelaron algun impacto significativo del IMC materno sobre la somatometria
o el estado general de salud de la progenie. No obstante, el analisis de correlaciones
mostro que el peso neonatal esta directamente relacionado con el peso e IMC maternos,
hecho que va en concordancia con la alta incidencia de nifios macrosémicos nacidos de
mujeres obesas (Myatt et al., 2016; Seffert, 1985; Wolff et al., 1982; Yogev & Visser,
2009).

Ademas, aqui reportamos que los parametros relacionados con la concentracion
de nitrégeno en sangre materna (BUN y urea) se relacionan directamente con la talla
neonatal, e inversamente con las puntuaciones APGAR. Los niveles de urea y nitr6geno
ureico en sangre pueden asociarse con la utilizacion de aminoacidos (Donsbough et al.,
2010) y superavit (Ando et al., 1979) en el propio desarrollo, por lo que la disponibilidad
nutricional podria favorecer el crecimiento acelerado de tejidos en el producto gestante,
lo que explicaria la macrosomia observada. Por otro lado, a pesar de que algunas
revisiones sistematicas concluyen que no existe evidencia que demuestre que la alta
ingesta materna de aminodcidos sea perjudicial para el neurodesarrollo neonatal (Osborn
et al., 2018), aqui mostramos que si tienen relacion, pues los resultados del examen
APGAR pueden asociarse en gran medida con la identificacion temprana de desérdenes
neurologicos (Wolf et al., 1997). No obstante, estudios controlados deberan realizarse

para confirmar esta hipotesis.

Por otro lado, el analisis de correlaciones demostré que la edad materna esta
relacionada directamente con el porcentaje de neutréfilos en cordon umbilical. En la

literatura cientifica se encuentra ampliamente documentado que a medida que avanza la
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gestacion incrementa la actividad inflamatoria de neutréfilos. Este fenomeno puede
exacerbarse bajo condiciones como la preeclampsia (Giaglis et al., 2016) y podria
explicar por qué los embarazos en mujeres de edad avanzada tienen mayor riesgo de
complicaciones, como la preeclampsia e inclusive la pérdida del producto gestante.
Ademas, encontramos una correlacion entre el porcentaje de eosindéfilos de cordon
umbilical y la presion sistdlica materna. Esta relacion puede estar asociada al dafio al
endotelio vascular caracteristico de personas que cursan con hipertension (Kuzeytemiz
et al., 2013). De acuerdo con lo anterior, previamente se ha reportado que los eosinofilos
juegan un papel importante en la disfuncion endotelial, asi como en procesos de
vasoconstriccion, activacion plaquetaria, trombosis e inhibicién de la trombomodulina
(Kuzeytemiz & Sentirk, 2013; J. G. Wang et al., 2006). Esto podria ser un indicador
predictivo del desarrollo de hipertensién temprana con consecuencias de desordenes
hematolégicos (Okoye et al., 2016). Futuros estudios deberan realizarse para corroborar

esta hipotesis.

Es de notar es que, de forma similar a lo encontrado en sangre periférica materna,
la condicién de sobrepeso materno genera un incremento en el porcentaje de monocitos
clasicos TLR-4+ en corddn umbilical, mientras que los demas subtipos de monocitos
permanecen con porcentajes comparables a los del control. De acuerdo con lo reportado
por Dasu, Jialal et al. 2008, dicho incremento podria ser indicador de que el ambiente del
cordon umbilical estuvo expuesto a altos indices glucémicos, hecho que pudiera
promover la expresion de TLR-2 y TLR-4 en estas células in situ. Aqui expandimos en
dicha informacion y reportamos que los altos niveles glucémicos maternos se relacionan
directamente con diferentes subtipos de células monociticas de corddén umbilical,
reportando un incremento de monocitos intermedios totales, asi como en células TLR-
4+ de las poblaciones de monocitos clasicos, monocitos intermedios y monocitos no
clasicos. Por otra parte, la relacién entre el nimero de gestas previas y las proporciones
de los fenotipos TLR-4+ de monocitos clasicos y monocitos no clasicos tienen un
comportamiento de correlacion negativa. Los reportes que se tienen hasta el momento
no han podido explicar estas observaciones ni tampoco darnos informacion del

fendmeno, sin embargo, puede ser explorado en futuras investigaciones.
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Adicionalmente, la glucemia materna también sostuvo una correlacion inversa con
los porcentajes de monocitos clasicos, y directa con los porcentajes de monocitos
intermedios, lo que pone en evidencia el impacto de la glucosa materna sobre el probable
proceso de diferenciacion de células mieloides neonatales. Para el caso de los niveles
de glucosa en sangre materna, reportamos una correlacion inversa con la proporcion de
neutrofilos CD11a+, y directa con el nimero la proporcion de monocitos intermedios
CD11a+ y monocitos clasicos CD11a+. Tradicionalmente, este fenomeno de elevacion
en la expresion de CD1la ha sido observado en pacientes con etapas iniciales de
aterosclerosis (Kawamura et al., 2004), por lo que esto podria suponer riesgo de
enfermedades cardiovasculares para los neonatos. Esta hipotesis podria relacionarse
con nuestro hallazgo de que los baséfilos CD11la+ de cordon umbilical se relacionan
positivamente con la presién sistélica materna, otra variable clinica relacionada con el
dafio del endotelio vascular, pero las implicaciones de esto permanecen por

esclarecerse.

Interesantemente, los monocitos no clasicos TLR-4+ de cordén umbilical se
relacionan inversamente con la presion sistdlica materna. Es bien conocido que la
obesidad esta asociada con problemas cardiovasculares como la hipertension arterial y
aunque los mecanismos de su fisiopatologia todavia no son completamente entendidos,
se han propuesto relaciones con la retencion de sodio y alteraciones en el sistema de
renina-angiotensina-aldosterona (Jiang et al., 2016). Este sistema es el eje central de la
regulacion de la tensién arterial y los niveles de agua en el organismo, en donde el actor
principal, que es la angiotensina Il, esta relacionada con la supervivencia, crecimiento e
hipertrofia del epitelio vascular y cardiaco mediante un mecanismo que involucra a
especies reactivas de oxigeno (ROS), la NADPH oxidasa, algunas cinasas como la PKC,
JAK, JNK y finalmente factores de transcripcion como STAT 3 (Mehta et al., 2007).
Recientemente se ha reportado que el incremento en la presion arterial y la hipertrofia
cardiaca inducida por angiotensina 1l (ANG II) estan reguladas por TLR-3 y TLR-4
mediante un mecanismo que involucra a la proteina TRIF (Toll-interleukin receptor
domain-containing adaptor protein-inducing interferon-@). De este modo, ratones TRL-4
deficientes expuestos a angiotensina Il presentaron alteraciones en la presion arterial,

pero no hipertrofia cardiaca, mientras que el control presenté ambos fenémenos (M. V.
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Singh et al., 2019). Esta informacién parece ser apoyada con lo reportado por Schneider
& Baumann et al. 2015, en donde los efectos de la hipertension arterial derivados de la
obesidad parecen aminorarse en pacientes con el SNP rs498790 (Asp299Gly) en el gen
TLR4, condicién que reduce la afinidad TLR-4 con sus ligandos (Schneider et al., 2015).
Estos hechos podrian reflejarse mediante un mecanismo compensatorio, en el cual los
monocitos no clasicos TLR-4+ incrementan en porcentaje para compensar la disfuncion
del PRR. No obstante, poco ha sido estudiado sobre la distribucion de dicho polimorfismo

en la poblacion mexicana.

Por otro lado, los granulocitos de cordon umbilical también mostraron alteraciones
relacionadas con este receptor. Aqui reportamos que los porcentajes de granulocitos
TLR-4+ en corddn umbilical (eosindfilos y basdfilos) sostienen una relacién inversa con
el numero de gestas previas. Es de notar que el nUmero de gestas se relaciona
directamente con la capacidad de establecer mecanismos de regulacién en el embarazo
disminuyendo los efectos inflamatorios exacerbados. Por ejemplo, Ashley N. & Anita S.
Chong reportan la existencia de mecanismos de tolerancia en embarazos
semialogénicos consecutivos del mismo padre, lo que disminuye el riesgo de rechazo al
producto mediante un mecanismo derivado de respuestas adaptativas (Suah et al.,
2021). Esto va en concordancia con nuestros resultados, mayor nimero de gestas, mejor
es la calificacion del estado general neonatal (APGAR 1). Aunque las implicaciones para
la inmunidad innata han sido poco exploradas, estudios previos en modelo murino han
comprobado que la inhibicién de TLR-2 y TLR-4 puede reducir la incidencia de partos
pretérmino (Jing et al., 2020), en donde la activacion de TLR-4 actia como uno de los
principales iniciadores de la inflamacion placentaria durante el curso de complicaciones
infecciosas (Barboza et al., 2017). En conjunto, esto podria representar un mecanismo
protector de regulacién, en donde se reduzca la expresion de TLR-4 en granulocitos, con
el objeto de evitar efectos inflamatorios placentarios y fetales adversos bajo el contexto
de posibles infecciones subclinicas, y de esta forma evitar un impacto negativo sobre la

evolucion del embarazo.

Anteriormente se ha reportado que el IMC sostiene correlaciones con la expresion

de CD11b en granulocitos y monocitos dentro poblaciones de estudio no gravidas
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(llavska et al., 2012). Nuestros resultados revelan que el impacto del IMC pregestacional
se extiende potencialmente hasta la progenie, correlacionando positivamente con
neutrofilos CD11b+ y eosindfilos CD11b+, monocitos clasicos CD11b+, monocitos
intermedios CD11b+ y monocitos no clasicos CD11b+ en corddén umbilical. Ademas,
encontramos que el incremento de peso durante el embarazo también juega un papel
importante en la desregulacion de la expresion de CD11b, pues se relaciona
directamente con la proporcibn de monocitos intermedios CD11b+. Este mismo
fenomeno de incremento de CD11b en la interfaz materno-fetal en relacion con la
obesidad o el IMC elevado ha sido reportado en multiples ocasiones (Challier et al., 2008;
Soucek et al., 2020), y se relaciona con un ambiente proinflamatorio en la placenta, lo
gue podria explicar el mayor riesgo de complicaciones que presentan mujeres con
sobrepeso y obesidad, tales como el parto pretérmino (Soucek et al.,, 2020) y la
preeclampsia (Barden et al., 1997).

Interesantemente nuestros resultados sugieren que el nitrdgeno plasmaético
materno sostiene correlaciones negativas con monocitos clasicos CD11b+, monocitos
intermedios CD11b+ y monocitos no clasicos CD11b+. Resultados similares han sido
reportados por Q. Ma & S. Steiger et alter, donde la funcién inflamatoria de monocitos
CD14+ se ve eclipsada por la presencia de &cido urico (Ma et al., 2020). En conjunto,
esta informacion podria sugerir un posible mecanismo regulatorio de monocitos que no

ha sido descrito completamente en la literatura.

En cuanto al compartimento de anticuerpos de corddon umbilical, nuestros
resultados muestran que no existe impacto del estado materno hacia los niveles de IgA
neonatales, lo que va en concordancia con lo previamente reportado por Broadney y
colaboradores en 2017 (Broadney et al., 2017). No obstante, ellos reportaron un
incremento en los niveles de IgM que nosotros no detectamos. Adicional a esto,
encontramos relaciones interesantes para el resto de las inmunoglobulinas evaluadas.
Por ejemplo, los niveles de IgG1 en corddn umbilical se relacionan positivamente con la
presién diastélica materna, lo que sugiere que el incremento de estos anticuerpos puede
ser un signo de desequilibrio hacia un perfil proinflamatorio que puede afectar a la propia

madre y a su producto gestante (e.g. preeclampsia, eclampsia). La relacion entre IgG y
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la hipertension ha sido reportada para individuos no gestantes (Ebringer et al., 1970),
pero poco habia sido explorado sobre este fendmeno en cordon umbilical hasta ahora.
Ademas, el hecho de que los niveles IgG1 en corddn umbilical tenga relacién directa con
el nUmero de cesareas sugiere que a medida que la edad materna incrementa, mayor es

el riesgo de complicaciones relacionadas con la tensién arterial.

Es bien conocido que la obesidad genera un incremento de leptina, una adipocina
con diversos efectos proinflamatorios. Interesantemente, la activacion de su receptor
LEPR en linfocitos B favorece el cambio de isotipo hacia 1gG2 (Versini et al., 2014).
Nuestros resultados del analisis por grupos estan en concordancia, pues muestran que
la obesidad produce un incremento en los niveles de IgG2 maternos, y neonatales; pero
este incremento es mas evidente en sangre de cordon umbilical. En apoyo a esto
encontramos que parametros maternos relacionados con la obesidad como el IMC y el
peso pregestacional maternos también mostraron relaciones positivas con los niveles de
IgG2 neonatales. A pesar de que este isotipo es el que posee menor afinidad al receptor
FcRn (Vidarsson et al., 2014), nuestros resultados sugieren un transporte
transplacentario incrementado, posiblemente por efecto de la concentracibn materna

elevada, hecho que confirma parte de nuestra hipotesis.

Por otro lado, IgG4 neonatal sélo se relaciona con el peso pregestacional, pero no
con el IMC pregestacional y el analisis por grupos no mostré diferencias significativas.
En conjunto, esta informacion sugiere un incremento de IgG en corddon umbilical bajo la
condicion de obesidad, hecho que pudiese ser resultado de la inflamacidén crénica

caracteristica de dicho desorden.

Por su parte, IgE en corddn umbilical se relaciona directamente con los niveles
glucémicos maternos e inversamente con el incremento de peso materno. El origen de
este isotipo en cordon umbilical no es conocido, pero una posible explicacion es la
presencia de alérgenos maternos, los cuales podrian ser acarreados mediante el
transporte placentario de IgG y estimular la produccion fetal. A este respecto, Estudios
previos han reportado la presencia de IgE en placenta, aun sin infecciones en curso
(Rindsjo et al., 2006) y se ha propuesto que su existencia es consecuencia directa del
perfil de citocinas Th2 caracteristico del embarazo (Sverremark Ekstrom et al., 2002).
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Esta hipétesis concuerda con nuestros resultados puesto que, al incrementar el peso
materno se observa una disminucion de IgE, probablemente debido al predominio de
perfiles proinflamatorios con citocinas Thl caracteristicos de la obesidad, en lugar del

perfil Th2 de un embarazo sin curso de obesidad.

Finalmente, el analisis multivariable derivado del PCA permitié identificar que la
variacion de células positivas para CD11a, CD11by TLR-4 es global por marcador, pero
independiente entre los tres marcadores. Por ejemplo, existe una correlacion entre la
ganancia o pérdida de CD11a, pero ésta no tiene relacion con la ganancia o pérdida de
CD11lb o TLR-4. Esto significa que la regulacion de marcadores esta sujeta a
mecanismos globales aun no descritos. Estos resultados pueden ser la base de valores
pronosticos para el riesgo que tiene la progenie a sufrir padecimientos inmunolégicos

derivado de una gestacion en un entorno inflamatorio como lo es la obesidad materna.
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9. CONCLUSIONES

El estado materno pregestacional y gestacional tienen en conjunto la capacidad de
modular el estado general neonatal, asi como como sus compartimentos inmunoldgicos
celulares y humorales. La obesidad y sobrepeso pregestacionales, asi como la tension
arterial materna alteran el compartimento neonatal mieloide incrementando la expresion
del PRR TLR-4 y moléculas de adhesion, como CD1l1lay CD11b. Ademas, la condiciéon
materna impacta sobre el estado inmunoldgico, de forma independiente a la obesidad
materna, como la glucemia y azotemia maternos impactan en el estado general e
inmunoldgico neonatales. En general, estos hallazgos develan el impacto negativo que
tiene la inflamacién sistémica durante el embarazo, asi como la importancia de
proporcionar control perinatal a mujeres que estén en riesgo de complicaciones

gestacionales.
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