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l. Resumen

Las infecciones neonatales representan un grave problema de salud en México, debido, en
parte, a una mayor susceptibilidad a las infecciones como consecuencia de una
inmunosupresion activa mediada por células precursoras eritroides humanas. Los reticulocitos
son las células precursoras eritroides mas abundantes en sangre vy, al igual que los precursores
nucleados, su numero se encuentra 400 veces mas elevado en el periodo neonatal que en el
adulto. Sin embargo, su capacidad inmunosupresora se desconoce. Por lo tanto, se plantea
evaluar la actividad inmunosupresora de los reticulocitos sanguineos neonatales humanos en
la proliferacion in vitro de los linfocitos sanguineos. Se determind la presencia de poblaciones
eritroides, en muestras de sangre de cordon umbilical y de sangre periférica de neonatos,
lactantes, preescolares y adultos, utilizando los marcadores de linaje CD71 y CD235a y una
tincion nuclear con DAPI. Para evaluar la capacidad inmunosupresora, se cultivaron
reticulocitos aislados de sangre de cordon umbilical y periférica, de neonatos y adultos,
respectivamente, con células mononucleares sanguineas (MNC), neonatales y de adultos y se
les midi6 su capacidad proliferativa con tincion de CFDA, ante un estimulo con mitégeno. A
su vez, con el proposito de encontrar una correlacion entre la proliferacion de linfocitos y los
valores de poblaciones eritroides ex vivo, se evaludé su capacidad de proliferaciéon en las
muestras de sangre periférica completa, bajo estas mismas condiciones. Se encontré que las
células CD71*/CD235a" evaluadas en todos los grupos evaluados fueron reticulocitos (DAPI
), en una proporcion de 3 a 5 veces mayor con respecto a las células nucleadas (DAPI™) y sus
niveles disminuyeron drasticamente en los primeros meses de vida. Su numero no se
correlaciond con la capacidad de proliferacion ex vivo de los linfocitos estimulados con
mitégeno; sin embargo, son capaces de disminuir la proliferacion de MNC aislados aut6logos
neonatales de una forma dependiente de la concentracion. Los reticulocitos sanguineos de
adultos no mostraron efecto inmunosupresor significativo, posiblemente, porque los
reticulocitos neonatales son CD717/CD235a* en una proporcion mayor que los adultos. En
conclusion, los reticulocitos sanguineos neonatales humanos poseen actividad

inmunosupresora y esta se relaciona con la expresion de los marcadores CD71y CD235a.
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Il.  Summary

Neonatal infections represent a serious health problem in Mexico, due, in part, to an increased
susceptibility to infections as a consequence of active immunosuppression mediated by human
erythroid precursor cells. Reticulocytes are the most abundant erythroid precursor cells in
blood and, like nucleated precursors, their number is 400 times higher in the neonatal period
than in adults. However, its immunosuppressive capacity is unknown. Therefore, it is proposed
to evaluate the immunosuppressive activity of human neonatal blood reticulocytes in the in
vitro proliferation of blood lymphocytes. The presence of erythroid populations was
determined in umbilical cord and peripheral blood samples from neonates, infants,
preschoolers and adults, using CD71 and CD235a lineage markers and a nuclear stain with
DAPI. To evaluate the immunosuppressive capacity, reticulocytes were isolated from
umbilical cord and peripheral blood, from neonates and adults, respectively, were cultured with
blood mononuclear cells (MNC) stimulated with mitogen, neonatal and adult cells and their
proliferative capacity was measured with CFDA staining. In turn, in order to find a correlation
between the proliferation of lymphocytes and the values of ex vivo erythroid populations, their
proliferation capacity was evaluated in the whole peripheral blood samples, under these same
conditions. It was found that the CD71 +/ CD235a + cells evaluated in all the groups evaluated
were reticulocytes (DAPI-), in a proportion of 3 to 5 times higher than nucleated cells (DAPI
+) and their levels decreased drastically in the first months of life. Their number did not
correlate with the ex vivo proliferation capacity of lymphocytes stimulated with mitogen;
though, they are able to decrease the proliferation of neonatal MNC isolated in a concentration-
dependent manner. Adult blood reticulocytes showed no significant immunosuppressive
effect, possibly, because neonatal reticulocytes are CD71 + / CD235a + in a higher proportion
than adults. In conclusion, human neonatal blood reticulocytes possess immunosuppressive

activity and this is related to the expression of markers CD71 and CD235a.
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1. Antecedentes
1.1. Antecedentes generales

1.1.1. Las caracteristicas del sistema inmunoldgico neonatal los hace

susceptibles a las infecciones

La mortalidad infantil, en los primeros 5 afios de vida, es considerada de los principales
indicadores de salud dentro de una poblacion®. En el 2015, se reportaron 5.9 millones de
muertes en menores de 5 afios a nivel mundial y dos terceras partes fueron debidas a
enfermedades infecciosas, en su mayoria por sepsis y meningitis, tanto en infantes como en
neonatos (donde ocurrieron el 45.1% de las muertes)®3. Aunque en paises desarrollados,
como Australia, la mortalidad por causas infecciosas en neonatos es sélo del 3.3%, el 70%
de estas muertes ocurrieron en prematuros®. A pesar de que no alcanzarse globalmente el
Cuarto Objetivo del Milenio, de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), de reducir la
mortalidad infantil en dos tercios entre 1990 y 20156, Mgéxico fue uno de los 68 paises en
lograrlo’, al ampliar la cobertura de vacunacion, implementar esquemas de hidratacion oral
en los casos de diarreas agudas, mejorar las condiciones higiénico-dietéticas, etc®. No
obstante, las enfermedades infecciosas siguen estando dentro de las primeras causas de
mortalidad (sepsis neonatal, neumonia, influenza y enfermedades diarreicas) y constituyen
la primera causa de morbilidad infantil en nuestro pais®®®. Para el afio 2015, las muertes en
menores de 1 afio en México superaron las producidas por homicidio (26,057 contra 20,762)

y de estas primeras, el 49.85% fueron por causas prevenibles'®.

La sepsis neonatal, que se define como un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SRIS), resultado de una infeccion, probada o sospechada, durante el primer mes de vida
extrauterinall, se presenta con tasas de 2.8 a 8.6 por cada 1,000 recién nacidos vivos y exhibe
una letalidad entre el 25y 30 % en paises en vias de desarrollo, como México'?. La incidencia
de la enfermedad y su letalidad es mayor conforme aumenta el grado de prematurez!! y
alrededor de una cuarta parte de los prematuros nacidos antes de las 32 semanas de gestacion
desarrollaran sepsis neonatal grave durante el periodo neonatal®®. La mayor incidencia y
mortalidad, con respecto a lactantes y adultos, se atribuye, principalmente, a las diferencias

en la respuesta inmunoldgica ante patégenos'®.



Existe una marcada susceptibilidad a las infecciones entre los recién nacidos, prematuros y a
término, y lactantes, en comparacion con preescolares o adultos, principalmente a patdgenos
intracelulares'*8, Tradicionalmente, esta susceptibilidad se ha explicado como resultado de
un sistema inmunologico inmaduro que tiene que desarrollarse a través de multiples retos
antigénicos a lo largo de la vida del individuo'’~?°, o como la persistencia de la tolerancia
fetomaterna posparto?!. Entre las diferencias encontradas en recién nacidos y lactantes, con
respecto a los adultos, se encuentran una produccién disminuida de citocinas
proinflamatorias, por parte de células mononucleares, asi como una menor capacidad de
montar simultaneamente una respuesta mdltiple de citocinas en presencia de patrones
moleculares asociados a patégenos8, un menor niimero de células progenitoras monociticas
y granulociticas, que se traduce en un defecto cuantitativo de células efectoras ante la
infeccion?? y un sistema inmunoldgico adaptativo incapaz de establecer una robusta respuesta
ante infecciones, encontrandose que los linfocitos B y T son principalmente antiinflamatorios
y tolerogénicos, debido a un fenotipo programado desde las células troncales
hematopoyéticas en los neonatos y lactantes?®?*, Ademas, la respuesta de anticuerpos es
esencialmente de corta duracion, manifiestan un retraso del inicio en su aparicion, sus
afinidades por los antigenos son menores que las registradas en adultos y ostentan diferencias

en la distribucion de subclases de 1gG?*; entre otras caracteristicas®® 202225,

1.1.2. Las células precursoras eritroides regulan la respuesta

inmunoldgica neonatal

No obstante, esta menor capacidad de respuesta del sistema inmunoldgico de los recién
nacidos y lactantes, podria también deberse a un activo estado de inmunosupresion, en lugar
de una inmadurez inherente de las células efectoras y de las células presentadoras de
antigeno®212>2 Evidencia a favor de esta teoria, muestra que linfocitos T CD4" neonatales
secretan cantidades equivalentes de IL-2 y presentan una capacidad semejante de
proliferacion in vitro, comparado con células adultas, en respuesta a estimulos con anti-
CD2/anti-CD282’. También se ha reportado que los leucocitos de sangre completa de cordén
umbilical secretan una proporcion mayor de IL-6/TNF-a con respecto a sus contrapartes
adultos, ante diferentes ligandos de receptores tipo Toll?. De manera analoga en ratones,

Elahi et al. demostraron que, cuando se transfieren células adultas esplénicas de linaje



inmunoldgico (CD11b*, CD11c* y B220") a ratones neonatos, su produccion de TNF-o ante
la infeccidn con Listeria monocytogenes fue menor y comparable al de las células endégenas
inmunitarias neonatales®®. En el mismo tenor, la produccion de TNF-a, por parte de las
células neonatales esplénicas de linaje inmunoldgico, se recupera al ser transferidas a ratones
adultos infectados con L. monocytogenes®®. Este mismo grupo encontré que la capacidad
inmunosupresora del bazo, de ratones neonatales, recaia en las células de linaje eritroide
(CD71*/TER119%) y no en las de linaje inmunolégico®®. De igual forma, demostraron que las
células precursoras eritroides CD71", de sangre de cordon umbilical de neonatos humanos,
poseen actividad inmunosupresora y concluyen que podrian contribuir a la susceptibilidad a
las infecciones en este grupo de edad?®?°. Recientemente, se ha descrito la regulacion, que
gjercen estas células, sobre la activacién y expansion in vitro de linfocitos T (CD4" y CD8")
y monocitos de cordon umbilical, estimuladas con anti CD3/CD28 y L. monocytogenes,
respectivamente, de muestras provenientes de recién nacidos prematuros® y su participacion

en la tolerancia fetomarterna®!.
1.1.3. Eritropoyesis

La hematopoyesis es el proceso por el cual una poblacion de células troncales (células
troncales hematopoyéticas o HSC) proporciona un aporte continuo de células sanguineas
diferenciadas, a través de la generacién de progenitores con una reduccion secuencial de su
pluripotencialidad®. En los seres humanos, el proceso de formacion de las HSC principia
alrededor de la quinta semana de gestacion (SDG), en la regidn aorta-gdnadas-mesonefros,
desde donde estas células migran al saco vitelino, la placenta y el higado®. De la sexta a la
vigesimosegunda SDG, este ultimo 6rgano se convierte en el principal sitio hematopoyético
y, desde la decimoquinta SDG, la médula dsea empieza su actividad, que se convierte
practicamente en el principal y exclusivo sitio hematopoyético en los seres humanos desde
la vigésima SDG?'®. En ratones, ademas de la médula dsea, el bazo permanece como un
importante sitio hematopoyético, incluso en la adultez. Bajo condiciones de estrés, como la
hipoxia, este 6rgano se usa por ambas especies para expandir la capacidad eritropoyética®*.
Las HSC sufren una serie de divisiones asimétricas que van generando células progenitoras
con una menor capacidad de diferenciarse hacia los otros linajes hematopoyéticos (mieloide
y linfoide) hasta dar origen a las unidades formadoras de colonias eritroides en rafaga (BFU-

E), que son las primeras células en comprometerse exclusivamente al linaje eritroide y que
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se identifican por formar grupos de cientos o miles de eritroblastos inmaduros y no divisibles
in vitro®. Estas células son las Gnicas progenitoras eritroides que expresan moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad de clase Il (HLA-DR) en su superficie®® y que
circulan en sangre periférica en condiciones fisiologicas®’ a una frecuencia de 1 a 4 células
por cada 10,000 células mononucleares®®. Posteriormente, algunas de estas células se
diferencian en unidades formadores de colonias eritroides (CFU-E), las cuales forman
colonias de menor ndimero, pero son entre 5 a 8 veces mas abundantes que sus predecesoras®.
Estas células responden a la eritropoyetina, la cual previene su apoptosis y favorece su

proliferacion®.

Las CFU-E se asocian a macrofagos especializados de médula 6sea para formar la estructura
de diferenciacién terminal conocida como “isla eritropoyética”; compuesta por un macrofago
central rodeado por hasta 30 células eritroides en distintos estadios de diferenciacion, desde
CFU-E hasta reticulocitos inmaduros*. En este nicho bioldgico se favorecen los principales
eventos de la eritropoyesis, como la expansién y diferenciacion de las CFU-E y
proeritroblastos, tanto en condiciones fisioldgicas como de estrés; la sintesis masiva de
hemoglobina por parte de los eritroblastos, la sintesis y el ensamblaje de los componentes de
la membrana y el citoesqueleto del eritrocito maduro, la progresiva disminucién del tamafio
y complejidad celular en las Ultimas 3 a 5 mitosis asimétricas y la condensacién y extrusion
del ntcleo eritroide®#142. Asimismo, este proceso de diferenciacion terminal se circunscribe
a la médula désea debido a que las fenestraciones capilares restringen el paso de los

voluminosos eritroblastos a la circulacion periférica®.

El proeritroblasto, la primera célula morfolégicamente distinguible del linaje eritroide, se
diferencia y genera sucesivamente a los eritroblastos basofilos o basofilicos, a los
policromatdfilos o policromaticos y a los ortocromaticos. Estos Gltimos expelen su nucleo
para dar lugar a los reticulocitos inamduros®. La diferenciacion entre los eritroblastos se ha
hecho a partir de sus caracteristicas morfologicas y su apariencia ante la tincion de Giemsa
de muestras obtenidas de aspirados de médula dsea. Sin embargo, cada uno de estos estadios
pueden ser definidos por la expresion diferencial de marcadores de superficie y patrones de
tamario y complejidad intracelular por citometria de flujo®"#24445, Estos Gltimos estadios de
diferenciacion han sido definidos en ratones*® y en seres humanos* por la expresion del

receptor de transferrina (0 CD71), molécula que alcanza su maxima expresion en los
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proeritroblastos, posee una expresion constante entre los eritroblastos y se torna indetectable
en los reticulocitos maduros y eritrocitos*®*’ y la glucoproteina A (GPA o CD235a en
humanos*® y TER119 en ratones®), principal sialoglucoproteina y componente antigénico de
la proteina M del grupo sanguineo MNS de los eritrocitos humanos*. Esta tltima molécula
sigue una expresion opuesta al CD71, se delimita en menos del 4% de las CFU-
E/proeritroblastos y llega a expresarse en el 100% de las células eritroides a partir de los
reticulocitos inmaduros®®®, La combinacion de la expresion de GPA, banda 3 e integrina
a4 permite aislar todos los estadios de diferenciacion terminal de la eritropoyesis en muestras
de meédula 6sea, incluyendo eritoblastos basofilos tempranos y tardios, policromatéfilos y
ortocromaticos*’*8, La seleccion negativa de células de médula dsea para CD45, molécula
prototipo de receptor tipo fosfatasa de tirosina y marcador de todas las células
hematopoyéticas nucleadas y leucocitos®, y DRAQ5® como marcador nuclear, que
coexpresan CD71 y CD235a, permite distinguir reticulocitos*® y la intensidad media de
fluorescencia alta o baja de CD71 sobre células CD45"/GPA/LL-3R/CD34*/CD36
diferencia entre BFU-E y CFU-E, respectivamente*’8,

1.1.4. Las células precursoras eritroides suprimen la respuesta inmunoldgica

innata y adaptativa

La capacidad inmunosupresora de células precursoras eritroides nucleadas ha sido
ampliamente documentada?®. Estas células son capaces de inhibir la proliferacion de
linfocitos B y T, asi como la produccién de inmunoglobulinas en ratones y seres
humanos®>®3, Las células precursoras eritroides (identificadas como CD3/CD71*/CD235a",
después de su aislamiento por gradiente de densidad con Ficoll-Pagqueam Plus®) de sangre
de corddn umbilical humana, son 50 veces méas abundantes con respecto a la concentracién
en sangre periférica de adultos, siendo mas notorio en prematuros®. Las células eritroides
nucleadas de cordén umbilical, CD36"/CD71*/CD235a", inhiben in vitro la sintesis de
citocinas proinflamatorias de monocitos adultos de sangre periférica, activados con LPS y
monocitos autologos, de manera dependiente de la concentracion®. Este mecanismo esta
mediado por la induccién de la expresion de IL-10 en los monocitos, a través de un factor
soluble no identificado®. Este factor podria ser analogo al producido por células eritroides
nucleadas esplénicas murinas: el cual, al ser agregado al medio de cultivo de linfocitos B
murinos y humanos, estimulados con LPS y mitdgeno de fitolaca (Pokeweed mitogen, PWM)
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respectivamente, produce supresion de la proliferacion y de la produccion de IgM e 1gG®2¢,
De igual forma, las células eritroides nucleadas murinas derivadas, de médula Osea,
disminuyen la capacidad de proliferacion de lineas celulares tumorales malignas (L1210 y

P815), en una proporcion dependiente de la concentracion®’.

A pesar de que los precursores y eritroides nucleados en humanos permanecen por un breve
periodo de tiempo en sangre periférica (alcanzando valores de 7 %, con respecto a los
leucocitos totales en recién nacidos a término y reduciendo su numero a pardmetros de
adultos, entre 0y 1 %, dentro de la primera semana de vida extrauterina)®, el desarrollo de
sepsis neonatal de inicio temprano (SNIT) se correlaciona con la concentracién de estas
células, ya que el riesgo de sepsis se duplica con cada orden de magnitud de aumento en la
concentracion de eritroides nucleados®. A su vez, el aumento en el nimero de estas células,
en el contexto de la SNIT, se correlaciona con mayores concentraciones de IL-6 en sangre
de cordon umbilical, pero es independiente de hipoxia o estrés fetal (eritropoyetina, acidemia
o cortisol)®. La persistencia de células eritroides nucleadas en sangre periférica mas alla del
cuarto dia es un predictor de mortalidad neonatal y de peor prondstico en prematuros, con

una sensibilidad del 82 % y una especificidad del 96 %*3.

1.1.5. La actividad inmunosupresora de las células precursoras eritroides es

producida por factores solubles y de contacto

Pese a que la actividad inmunosupresora de las células precursoras eritroides ha sido atribuida
a factores solubles y expresion de citocinas?, la capacidad inmunosupresora de las células
esplénicas eritroides CD71" neonatales murinas, esta mediada por su actividad de arginasa,
ya que usando L-arginina o inhibidores especificos de la enzima, se revierte la
inmunosupresion de células esplénicas adultas murinas®. Por el contrario, el uso de
inhibidores de otras moléculas inmunomoduladoras, como TGF-f, IDO, IL-10 o de ROS, no
muestran un efecto supresor significativo?. Conjuntamente, la inhibicion de la arginasa no
regula la produccion de TNF-a de las células esplénicas adultas, lo que demuestra que la
restauracion de la produccién de citocinas fue debida a la pérdida de la supresion ejercida
por las células neonatales®®. Recientemente, se demostrd que la capacidad de inhibir la

fagocitosis de las células mononucleares por parte de las células eritroides CD71", de sangre



de cordon umbilical humana, es reversible con L-arginina, y entonces adquieren una

capacidad fagocitica similar a la de las células de sangre de adultos®:,

La arginasa, la ultima enzima del ciclo de la urea, es responsable de la hidrolisis de la L-
arginina en urea y ornitina®2. Existen 2 isoformas, las arginasas 1y Il, cuya diferencia radica
en su origen genético, distribucion tisular, localizacion subcelular y funciones atribuidas,
siendo la | asociada principalmente al ciclo de la ureay la 1l a la regulacion de la sintesis de
prolina y poliaminas®. La actividad de arginasa ha mostrado ser inmunosupresora ya que, al
disminuir la disponibilidad de L-arginina en el microambiente, se regula negativamente la
expresion de la cadena CD3( en linfocitos T activados®®. Ademas, es necesaria para la
produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a) por macrofagos activados con LPS®, ya
que la L-arginina facilita la activacion de la via MAPK, previniendo la defosforilacion e
inactivacion de la cinasa MAP3 (TPL-2), cuya ausencia impide la activacion de la via
ERK1/2 por el LPS%. También los linfocitos NK se regulan por la actividad de arginasa,
debido a que, en ausencia de L-arginina, disminuyen su proliferacién y la secrecion de IFN-
v ,inducida por 1L-12/IL-18, y esta regulacion se da a nivel postranscripcional®. En fechas
recientes, McGovern et al. demostraron que las células dendriticas fetales, pero no las de
adultos, inhiben la produccion de citocinas proinflamatorias de linfocitos T fetales,
estimuladas con forbol miristato o ionomicina, y que esta inhibicion es reversible con L-
arginina o inhibidores de arginasa®. Conjuntamente, las células dendriticas fetales exponen

altas concentraciones de arginasa Il y su modulacion no depende de TLR®®.

En sangre de corddn umbilical humana, se ha demostrado una mayor expresion de arginasa
I, por parte de células polimorfonucleares y mononucleares, con respecto a células
leucocitarias adultas®’. Mas aun, las células mononucleares neonatales disminuyen la
proliferacion de linfocitos T neonatales, pero no de los adultos, activadas con
fitohemaglutinina, y es reversible con L-arginina®’. Aunado a esto, la actividad de arginasa
esta significativamente incrementada en sangre periférica de mujeres embarazadas y en las
placentas de partos a término, y es producida, principalmente, por macrofagos y
polimorfonucleares placentarios®. También, hay un aumento en la concentracion de células
eritroides CD717/CD235a" en sangre periférica de mujeres y ratonas gestantes con respecto
a las no gestantes. Las placentas de embarazos semialogénicos murinos (BALB/c con

C57BL/6J) tienen una concentracién mayor de células eritroides (CD71%/Ter119%) con
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respecto al embarazo singénico. Conjuntamente, estas células placentarias expresan arginasa

11, con mayor intensidad que las células eritroides esplénicas murinas®:.

Este aumento en la actividad de arginasa por células sanguineas, conjuntamente con la de
otras células neonatales®” y la precaria capacidad de sintesis de L-arginina en este grupo de
edad®®, promueve un estado de hipoargininemia que es mas notorio en recién nacidos
prematuros®®, aunque también es patente en recién nacidos a término con respecto a los
adultos®’” y este estado de relativa hipoargininemia se corrige con el desarrollo del recién
nacido’®. Esto podria traer como consecuencia un desequilibrio entre arginasa/L-arginina, lo
que resultaria en uno de los principales mecanismos que contribuyen a la respuesta
inmunoldgica  disminuida neonatal 'y una mayor susceptibilidad a las
infecciones!®2026:29.5461.67.69.71 " 5 syplementacion con L-arginina, en recién nacidos
prematuros, ha mostrado ser eficaz en reducir la incidencia y mortalidad por enterocolitis

necrotizante, enfermedad con un importante componente inflamatorio™.

A pesar de que Elahi et al. demostraron que la actividad inmunosupresora de las células
esplénicas murinas precursoras eritroides CD71" neonatales y las células neonatales humanas
de cordén umbilical CD71*%! es debida a la actividad de arginasa 11*°, Cui et al. encontraron
que las células eritroides nucleadas de cordén umbilical humanas (CD36/CD717/CD235a")
no expresan arginasa 112X, Aunque estas células son capaces de producir inmunosupresion,
ésta se encuentra mediada por la expresion de IL-10, por parte de los monocitos activados
con LPS, y no es reversible con inhibidores de arginasa o con sobrecarga de L-arginina®.
Otro mecanismo descrito en células eritroides murinas es la coexpresion de los ligandos 1y
2 de dominios de muerte (PDL-1y 2)%, los cuales se comportan como el principal elemento
inmunomodulador de los linfocitos T reguladores en la tolerancia fetomaterna’3. Sin
embargo, la expresion de estas moléculas no han sido evidenciada en células eritroides

humanas®..

1.1.6. Los reticulocitos son las células precursoras eritroides mas abundantes

en neonatos e infantes

No obstante, la fraccion mononuclear de sangre de cordén umbilical humana no solo esta
constituida con células eritroides nucleadas, sino que, ademas, es rica en una importante

poblacion de reticulocitos que, asimismo, coexpresan CD71*y CD235a™. Wynn et al.
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encontraron que, al someter a la fraccion mononuclear de sangre de cordén umbilical a
choque hipoténico, el nimero de células eritroides CD71*/CD235a* se reducia en 85%,
sugiriendo que se trataba de reticulocitos’. Este hecho fue corroborado porque la fraccion
de células CD71"D235a", obtenida por FACS, y tefiida con Wright o nuevo azul de metileno
y observada al microscopio de campo claro, estaba constituida predominantemente por
reticulocitos’. A pesar de que la actividad de arginasa de los reticulocitos no se ha evaluado
directamente, los eritrocitos juveniles (reticulocitos) contienen mayor cantidad de arginasa
con respecto a los eritrocitos maduros. A su vez, la actividad de arginasa en células rojas
periféricas neonatales es 2 a 3 veces mayor que la de células rojas de nifios sanos de 6 afos
de edad™. De igual forma, la actividad de arginasa de células rojas heparinizadas periféricas
(eritrocitos y reticulocitos), libre de la capa leucocitaria, muestra ser significativamente
mayor entre neonatos, con respecto a lactantes (de 1 a 12 meses) y nifios (de 1 a 16 afos),
donde entre estos Gltimos grupos no se encuentra diferencia significativa’®. Los reticulocitos
y los precursores eritroides nucleados alcanzan concentraciones basales similares a los
adultos en las primeras semanas de vida extrauterina en humanos’’, pero los primeros tienen
una concentracion en sangre periférica 400 veces mayor’’. Conjuntamente, las células rojas
obtenidas de paquetes globulares (ricas en reticulocitos) poseen la capacidad de suprimir la
produccion de TNF-a de monocitos activados por LPS por un mecanismo no determinado,
pero independiente de contacto y de IL-1078, También esas células son capaces de inhibir la
proliferacion y sintesis de citocinas por parte de linfocitos T activados con anti-CD3/CD28"°
por un mecanismo dependiente de arginasa®. Estos hallazgos podrian deberse a la actividad

de arginasa de los reticulocitos CD71*/CD235a*, y no solo a la de los precursores nucleados.

Esta actividad podria participar en la generacion del estado de hipoargininemia del recién
nacido (y posiblemente de los lactantes), cuya consecuencia seria una inmunosupresion
sistémica y, por lo tanto, un aumento de la susceptibilidad al desarrollo de infecciones; junto

con otros posibles mecanismos inmunoldgicos descritos en estas poblaciones!®2226,



1.2. Antecedentes especificos

Los reticulocitos son las células precursoras eritroides inmediatas a los eritrocitos. Estas se
caracterizan por ser enucleadas y poseer RNA extranuclear (conocido como reticulina) que
pierden progresivamente durante las 24 horas posteriores a su ingreso a la circulacion
sistémica, provenientes de la médula 6sea®'. Ademas, tienen un diametro mayor (10-15
contra 6-8 um), poseen menor proporcion de hemoglobina con respecto a los eritrocitos,
haciéndolos menos densos (Ap = 0.009 g/cm?®), son multilobulados y progresivamente sufren
una remodelacion del citoesqueleto y la membrana plasmética que los hace adoptar la forma
biconcava del eritrocito maduro®-8. Los organelos que retienen durante el proceso de
diferenciacion (mitocondrias, ribosomas y lisosomas) y el exceso de membrana, son
expelidos via mitoptosis, degeneracién, autofagia y por produccion y liberacién de exosomas,

respectivamente8>8°,

Estas células representan una poblacion heterogénea que, de manera anadloga a los
eritroblastos, han sido clasificadas con base a sus caracteristicas morfoldgicas con la tincion
de azul de cresilo brillante o de nuevo azul de metileno® o por la intensidad media de
fluorescencia ante la tincion de naranja de tiazol®, de donde se extrapola el indice de
maduracion de reticulocitos, pardmetro clinico utilizado principalmente en la evaluacién de
la implantacion del trasplante de médula 6sea®. También se ha utilizado el CD71 para la
clasificacion de los diferentes estadios de maduracion de los reticulocitos de cordon umbilical
humano®. Usando este marcador, es posible evidenciar la disminucion en la citoadhesion
celular (por la disminucién de CD49d), alteraciones en el metabolismo de la glucosa y
aumento en la sintesis de acido bdrico, en la baja de la expresion de moléculas relacionadas
con la formacidn de las islas eritropoyéticas (CD242 y CD236R) y en la disminucion de la
rigidez y aumento en la capacidad de deformidad de estas células®. Estos Gltimos cambios
se relacionan con la expresién diferencial de proteinas asociadas al citoesqueleto (CD44,
CD147, CD238, CD240DCE) y microtdbulos (tubulina p y talina 1/2)8%,

Dada su vida media tan corta (aproximadamente de 2 a 3 dias en médula 0sea y un dia en
sangre periférica®®?), tradicionalmente no se les ha atribuido otro papel fisioldgico que

convertirse en eritrocitos, para cumplir su funcion de hematosis y participar en el equilibrio
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acido base®. Su numero se utiliza en la clinica para estimar el grado de eritropoyesis

efectiva®L,

A la fecha, no se ha evaluado el efecto inmunosupresor de los reticulocitos sanguineos
humanos. Sin embargo, se ha demostrado que el RNA del reticulocito es capaz de traducirse,
aunque el consenso actual es que esas proteinas participan exclusivamente en la sintesis de
hemoglobina y en las proteinas necesarias para completar su proceso de maduracion®, sin
embargo, también sintetizan factores inmunorreguladores, como la arginasa?®27>76,
Ademas, poseen un metabolismo méas complejo y composicion de membrana distinto a los
eritrocitos maduros®4, lo que explica, en parte, la predileccion de algunas especies de
Plasmodium spp. por este precursor eritroide®, lo que, en su conjunto, haria suponer que
poseen mecanismos de expresion de factores inmunorreguladores, como se ha demostrado

para los precursores eritroides nucleados® y los eritrocitos®.

Los valores normales de reticulocitos en adultos oscila entre el 0.5y 1.5%, con respecto a los
eritrocitos®829 aunque en recién nacidos es entre 3 'y 8%, y su nimero disminuye a lo largo
del primer mes de vida extrauterina®. Sus valores se correlacionan inversamente con la
anemia fisioldgica del recién nacidos, siendo aun mas pronunciada la relacién y el recuento
de reticulocitos en recién nacidos prematuros, donde los precursores nucleados y los
reticulocitos se encuentran en concentraciones de 2 a 3 veces mayores con respecto a los

nacidos a término?% 49 %0,

El recuento de reticulocitos al nacimiento es el valor mas alto registrado durante la vida de
los individuos sanos. Una abrupta caida en su recuento tipicamente ocurre durante la primera
semana de vida extrauterina, con un ligero aumento esperado entre 2 y 3 semanas después,
para posteriormente caer a lo largo de los siguientes 3 meses*® 4%, De igual manera, el riesgo
y la gravedad de sepsis neonatal se correlaciona directamente con el grado de prematurez de

los neonatosll12:26.94

La relevancia fisioldgica de las células eritroides CD71" en seres humanos radica en que
poseen actividad inmunosupresora y que solamente se encuentran aumentadas en el periodo
perinatal, lo que favoreceria la colonizacion temprana por la microbiota, reduciendo el
proceso inflamatorio asociado al estimulo antigénico, pero con el invariable aumento en la

susceptibilidad a infecciones!’-19:26.295361.6278.79 por |o que, al ser los reticulocitos las células
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precursoras eritroides mas abundantes en el periodo perinatal® 4% 4449 y posiblemente poseer
capacidad inmunosupresora, podrian contribuir en la generacién del estado de
inmunosupresion activo que hace a los recién nacidos susceptibles a las infecciones. Este
mecanismo podria ser dependiente de contacto?®, mediado por factores solubles?6°25%7 g
dependiente de arginasa®®®!, como se han descrito en otras células precursoras eritroides y
eritrocitos. De igual manera, este mecanismo podria afectar tanto la inmunidad innata como

adquirida, como demuestra en las células CD71" de sangre de cordén umbilical humana®3®L,

Es posible que, como los esplenaocitos eritroides murinos neonatales, los reticulocitos tengan
una capacidad inmunosupresora selectiva en el periodo neonatal y ésta se pierda con el
desarrollo de los individuos®®®l. Esto podria ser evaluado al comparar la capacidad de
proliferacion de linfocitos T, estimulados con mitdgeno, como el PWM®%2®, en cocultivo con
reticulocitos neonatales de recién nacidos a término o prematuros; ya que la capacidad de
activacion de los linfocitos T se encuentra regulada negativamente en el periodo
neonatal!®232566 y sy facultad de proliferacion y sintesis de citocinas se ve disminuida en
presencia de células eritroides CD71" neonatales humanas®. Esta actividad
inmunosupresora de los reticulocitos neonatales, de igual manera, podria no estar restringida
a leucocitos autdlogos, sino que, como Elahi et al. demostraron que esta actividad, podria
extenderse sobre linfocitos T humanos adultos. Aunque, por razones evidentes, no es posible
tener humanos singénicos de diferentes edades, los reticulocitos son células anucleadas® v,
por lo tanto, expresan pobremente antigenos del complejo principal de histocompatibilidad
de clase 1%7, por lo que, podrian realizarse cocultivos alogénicos entre células eritroides
neonatales y monocitos humanos adultos, como lo reportado por Cui et al.>®. De esta manera
se podria determinar la posible capacidad inmunosupresora de los reticulocitos y su

relevancia fisioldgica en el periodo neonatal.
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2. Justificacion

Los padecimientos infecciosos en los recién nacidos representan un importante problema de
salud, social y econémico en nuestro pais. Las enfermedades infecciosas son la principal
causa de morbilidad y mortalidad en las etapas tempranas de la vida, principalmente en el
primer mes de vida, por la inherente susceptibilidad a estos padecimientos en este grupo de
edad. Esto hace de principal interés el conocer los mecanismos que producen dicha
susceptibilidad y desarrollar medidas que la eviten o prevengan. Existe evidencia de que esta
susceptibilidad esté mediada, en parte, por un estado de inmunosupresion activo transitorio
presente en el periodo neonatal, que podria tener como finalidad la de permitir el proceso de
colonizacién de las mucosas, por parte de la microbiota, sin que se establezca un proceso
inflamatorio en su contra. Esto traeria, como consecuencia indeseable, un aumento en la
predisposicion a infecciones en el periodo neonatal. Dentro de los responsables en producir
esa inmunosupresion transitoria se encuentran las células precursoras eritroides humanas. Se
ha descrito la actividad inmunosupresora de los precursores eritroides nucleados neonatales
y el efecto inmunosupresor del concentrado eritrocitario postransfusion; no obstante, esta
actividad no ha sido evaluada en los reticulocitos, los cuales son 400 veces méas abundantes
que los precursores eritroides nucleados y se encuentran fisiologicamente aumentados en el
periodo neonatal. Por lo que demostrar su posible capacidad inmunosupresora en los recién
nacidos, arrojaria informacién importante acerca de las causas de la susceptibilidad
aumentada de los recién nacidos a las infecciones y permitiria el disefio de estrategias que
podrian convertir a estas células en un nuevo blanco diagndstico y terapéutico, con el objetivo
de predecir el riesgo a infecciones neonatales y permitir mejorar las respuestas inmunolégicas

contra las infecciones en este crucial periodo del desarrollo.
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3. Planteamiento del problema

Se ha demostrado que las células precursoras eritroides humanas de sangre de corddon
umbilical son inmunosupresoras y se ha corroborado, in vitro, la capacidad de los precursores
nucleados de inhibir la sintesis de TNF-a de monocitos autélogos activados con LPS, asi
como la capacidad fagocitica de células mononucleares, dependiente de arginasa Il y la
inmunidad adaptativa, tanto de linfocitos B como T, estimuladas con Bordetella pertussis.
Los reticulocitos son las células precursoras eritroides mas abundantes en sangre de cordon
umbilical y periférica y, al igual que los nucleados, sus concentraciones se encuentran
fisiolégicamente elevadas en el periodo neonatal, aunque en una proporcion 400 veces
mayor. Sin embargo, su capacidad inmunosupresora se desconoce. Por lo que, si se demuestra
esta actividad, podrian tener mayor relevancia fisioldgica en la susceptibilidad a infecciones

en los recién nacidos humanos que las células precursoras eritroides nucleadas.

4. Pregunta cientifica

¢Pueden los reticulocitos sanguineos neonatales humanos, inhibir in vitro la proliferacion de
células mononucleares leucocitarias autologas y de adultos, activadas con mitdgeno y esta

actividad correlaciona con su presencia en sangre periférica?
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5. Hipdtesis
51. HO

Los reticulocitos sanguineos, de recién nacidos humanos, no inhiben in vitro la proliferacion
de células leucocitarias mononucleares, autdlogas y de adulto, activadas con mitdgeno, al ser

cocultivadas, por lo que no tienen actividad inmunosupresora.

52. HI1

Los reticulocitos sanguineos, de recién nacidos humanos, inhiben in vitro la proliferacion de
células leucocitarias mononucleares, autologas y de adulto, activadas con mitdgeno, al ser

cocultivadas, por lo que podrian poseer actividad inmunosupresora.
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6. Objetivos

6.1.

Objetivo general

Evaluar la posible actividad inmunosupresora de reticulocitos sanguineos neonatales

humanos en cocultivos in vitro de células mononucleares de sangre periférica.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

Objetivos especificos

Determinar los niveles relativos de reticulocitos y precursores eritroides
nucleados sanguineos, que expresen los marcadores de superficie CD235a y
CD71, de muestras de sangre de cordén umbilical y muestras de sangre periférica

de neonatos, lactantes, preescolares y adultos.

Analizar la relacion entre el nimero de reticulocitos sanguineos, que expresen los
marcadores de superficie CD235ay CD71, y la capacidad de proliferacion ex vivo
de células mononucleares de sangre periférica (PBMNC), activadas con
mitdgeno, de muestras de sangre completa de cordon umbilical y muestras de
sangre periférica de neonatos, lactantes, preescolares y adultos.

Evaluar el efecto del cocultivo de reticulocitos sanguineos de recién nacidos y de

adultos, sobre la proliferacion in vitro de linfocitos sanguineos de adultos y de

corddn umbilical, activados con mitogeno.
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7. Material y métodos
7.1. Disefio de estudio

Estudio piloto experimental, prospectivo, prolectivo, heterodémico y multicéntrico.

7.2.  Ubicacion espacio — temporal

El presente estudio se llevd a cabo en el Laboratorio 5 de Imunobiologia de Mucosas, del
Departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular (DIPM), del Centro de Investigacion
y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV — IPN), en el
periodo comprendido de agosto de 2017 a julio de 2018. Se emplearon muestras de sangre
de corddn umbilical de neonatos a término, nacidos en el Hospital de la Mujer de la Secretaria
de Salud Federal (HM-SSA), ubicado en Prolongacion Diaz Mirén 374, Colonia Santo
Tomés, C. P. 11340, Delegacion Miguel Hidalgo, Ciudad de Meéxico, México; que
cumplieron con los criterios de inclusion 7.5.1.1, y muestras de sangre periférica de neonatos
y lactantes internados en el Hospital Regional tipo B de Alta Especialidad “Bicentenario de
la Independencia” del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado (ISSSTE), ubicado en calle Ciruelos 4, colonia Lazaro Cérdenas, C. P. 54916,
Tultitlan de Mariano Escobedo, Estado de México; que cumplieron con los criterios de
inclusion 7.5.1.1 y 7.5.1.2, respectivamente; recolectadas entre enero y abril de 2018. Las
muestras de sangre periférica de adultos se obtuvieron de personas sanas voluntarias,
estudiantes y trabajadores del CINVESTAV-IPN, en abril de 2018.

7.3.  Universo de trabajo

7.3.1. Sujetos de estudio

Bajo consentimiento informado de los padres o tutores legales, se incluyeron muestras de
sangre de cordon umbilical de 12 neonatos, nacidos a término en el servicio de tococirugia
del HM-SSA. Estos fueron 6 nifios y 6 nifias, con un peso medio de 3,008.33 gramos (rango
intercuartilico de 2,745-3,230 gramos) y, con excepcion de 4 individuos nacidos por cesarea
(33.33 %), fueron eutdcicos (via vaginal). Las indicaciones de las cesareas fueron: falta de
progresion del trabajo de parto (2), oligohidramnios y por iterativa. Seis nifios nacieron de
madres primigestas (50 %), dos de madres secundigestas (16.67 %) y cuatro de madres en su
tercera gestacion (33.33 %). Ninguna de ellas presentd antecedentes clinicos de relevancia
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(criterios de exclusion 7.5.2.4). El protocolo fue registrado ante el Comité de Investigacion
de ese hospital (HM-INV/2018:02.09) (anexo 15.2).

Tabla 1. Medias de edad de los diferentes grupos formados.

Recién Neonatal | Neonatal | Lactante | Lactante
) ) Preescolar® | Adultos
nacidos | temprano® | tardio® menor® | mayor® Valor p
(n=8) (n=12)
(n=12) (n=20) (n=12) (n=15) (n=6)
Edad
(en
dias 0[38.45 12.67 55.73 230 1,338.33 11,406.25
media | (38:05- | 2.85(1-4) | (975 (36.5- (210- (1095- | (9,763.75- | <0.00012
(RIC) | 38675)] 12.25) 60) 240) 16425) | 12,227.5)
[SDGY]

Media, en semanas de gestacion (SDG) (rango intercuartilico [RIC]).
2Prueba de Kruskal Wallis.

3Pacientes hospitalizados en el ISSSTE.

Se obtuvieron 61 muestras de desecho de sangre periférica de nifios hospitalizados del
ISSSTE que se dividieron en 3 grupos: neonatal temprano (de 1 a 7 dias, n=20), neonatal
tardio (de 8 a 28 dias, n=12) y lactante menor (1 a 6 meses, n=15). Pese a no estar
contemplado en el protocolo, se incluyeron dos grupos adicionales: lactante mayor (6 a 12
meses, N=6) y preescolar (1 a 5 afios, n=8), debido a que cumplieron con los criterios de
inclusion 7.5.1.2, con excepcidn del criterio 7.5.1.2.1. El 67.85 % fueron nifios y el 32.15 %
nifias. Las medias de edad de los grupos se muestran en la tabla 1. Las indicaciones del

internamiento se muestran en la tabla 2.

Por dltimo, se obtuvieron 12 muestras de adultos voluntarios sanos, estudiantes vy
trabajadores del CINVESTAV-IPN. Ocho fueron hombres (66.67%) y cuatro mujeres
(33.33%). Las medias de edad entre los grupos mostraron una diferencia significativa
(p<0.0001) (tabla 1).
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Tabla 2. Indicaciones del internamiento de los nifios hospitalizados del ISSSTE.

Padecimiento Frecuencia (%) (n=61)
Prematurez y complicaciones relacionadas 28 (45.9 %)
Sindrome de dificultad respiratoria en no 16 (26.23 %)
prematuros

Infecciones respiratorias adquiridas en la 6 (9.84 %)
comunidad

Fracturas 3 (4.92 %)
Mielomeningocele 2 (3.28 %)
Tetralogia de Fallot 1 (1.64 %)
Crisis convulsivas no clasificadas 1 (1.64 %)
Choque séptico 1 (1.64 %)
Urticaria 1 (1.64 %)
Reseccion de quiste 6seo peroneo 1 (1.64 %)
Deshidratacion grave 1 (1.64 %)

7.4. Estrategia experimental

En todas las muestras se determind la proporcion de células de linaje eritroide que expresaron
los marcadores CD235ay CD71y, por medio de unatincion nuclear con DAPI, se diferencid
entre reticulocitos, que fueron DAPI negativos, y eritroides nucleados, que fueron positivos
para este fluorocromo, y cuantificados por citometria de flujo. La proporcion se obtuvo del
total de células no granulociticas, dadas sus caracteristicas de tamafio contra granularidad

(FSC y SSC respectivamente [figura 2]).

Se cultivaron muestras de sangre de cordon umbilical (n=12) y periférica de neonatos (n=24),
lactantes (n=12), preescolares (n=8) y adultos (n=12), estimuladas con mitogeno y tefiidas
con CFSE, por 72 horas. Cumplido el tiempo de cultivo, se cosecharon y se tifieron con DAPI
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como marcador nuclear. La proporcion de células proliferantes (CFSE®°) del total de células
mononucleares (DAPI¥) fue determinado por citometria de flujo y las medias obtenidas de
los diferentes grupos fueron transformadas a la media de la proliferacion de las muestras de
adultos (100%). Esta proporcion se correlaciond con los numeros obtenidos de células

eritroides descritas en el parrafo anterior.

Se determind la capacidad de proliferacion de células mononucleares leucocitarias
sanguineas, neonatales (n=12) y de adultos (n=12), cultivadas en presencia de
concentraciones crecientes de reticulocitos sanguineos neonatales o de adultos, tefiidas con
CFSE, bajo un estimulo policlonal con mitdégeno, por 72 horas. Cumplido el tiempo de
cultivo, se cosecharon y se tifieron con DAPI como marcador nuclear. La proporcion de
células proliferantes (CFSE"¥°) del total de células mononucleares (DAPIA™) fue
determinado por citometria de flujo y las medias obtenidas de los diferentes grupos fueron
transformadas a la media de la proliferacion de las muestras de adultos (100%). Como control
de celularidad, las células mononucleares se cocultivaron en presencia de eritrocitos
autologos, en las mismas proporciones que los reticulocitos, en similares condiciones de

cultivo.

7.5. Criterios de seleccion

7.5.1. Criterios de inclusion

7.5.1.1.  Enlos recién nacidos:

7.5.1.1.1. Pacientes nacidos a término, eutréficos, en el servicio de tococirugia, sin
antecedentes de hipoxia, asfixia, hemorragia o sufrimiento perinatal.

7.5.1.1.2. Neonatos, ingresados y hospitalizados en el servicio de perinatologia, con
diagnostico diferente a enfermedades hipoxémicas no corregidas, hemoliticas,
hemorréagicas, mielo 0 linfoproliferativas, hemoglobinopatias,
mielosupresivas, con falla medular o leucémicas.

7.5.1.1.3.  Ambos sexos.

7.5.1.2.  Enlos lactantes menores:
7.5.1.2.1. Lactantes menores (de 1 a 6 meses de edad), ingresados y hospitalizados en
el servicio de perinatologia o pediatria, con diagnostico diferente a
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7.5.1.2.2.

7.5.1.3.

7.5.1.3.1.

7.5.1.3.2.
7.5.1.3.3.

enfermedades hipoxémicas no corregidas, hemoliticas, hemorragicas, mielo o
linfoproliferativas, hemoglobinopatias, mielosupresivas, con falla medular o
leucémicas.

Ambos sexos.

En los adultos:

Adultos, por lo demés sanos y sin comorbilidades asociadas patentes o
aparentes; estudiantes, usuarios, visitantes o trabajadores del CINVESTAV-
IPN (poblacion subordinada).

De 20 afios en adelante.

Ambos sexos.

7.5.2. Criterios de exclusion

7.5.2.1.
7.5.2.2.

7.5.2.3.

7.5.2.4.

7.5.2.4.1.

7.5.2.5.
7.5.25.1.
7.5.2.5.2.

En los recién nacidos:

Pacientes prematuros, pequefios constitucionales o de bajo peso para la edad
gestacional y gestacion postérmino.

Antecedentes directos de hipoxia, asfixia, hemorragia o sufrimiento perinatal,
presencia de dismorfias, anemia fetal, neumopatias o cardiopatias.
Antecedentes maternos obstétricos de anemia, preeclampsia/eclampsia,
ruptura prematura de membranas mayor a 12 horas, hemorragia uterina de la
segunda mitad del embarazo, presentaciones anormales (podalica, pélvica),
contracciones uterinas no fisioldgicas y sospecha o evidencia de infeccion
materna durante el embarazo.

Historia clinica incompleta.

En los lactantes menores:

Lactantes mayores (> de 6 meses) o0 neonatos (< 1 mes).

Lactantes menores (de 1 a 6 meses de edad) hospitalizados en los servicios de
perinatologia con diagndstico de enfermedades hipoxémicas, hemoliticas,
hemorréagicas, mielo 0 linfoproliferativas, hemoglobinopatias,

mielosupresivas, con falla medular o leucémicas.
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7.5.2.5.3. Historia clinica incompleta.

7.5.2.6. En los adultos:

7.5.2.6.1. Adultos ajenos al CINVESTAV-IPN.

7.5.2.6.2. Enfermos o que presenten cualquier comorbilidad patente o aparente.
7.5.2.6.3. Menores de 20 afios.

7.6. Estrategias de muestreo

7.6.1. Disefioy tipo de muestreo

Deterministico.

7.7. Colecta de muestras

Se consiguieron, por neonato, entre 15 y 50 mL de sangre de corddn umbilical, por
exanguinacion de la placenta, previo al alumbramiento, en condiciones asépticas (quiréfano)
y se colectaron en tubos cdnicos de 50 mL, con heparina sddica (10-30 Ul/mL de muestra)
como anticoagulante. Las muestras se mantuvieron a 4 °C y fueron procesadas dentro de las

siguientes 24 horas de su arribo al laboratorio.

Se adquirieron, por nifio hospitalizado, entre 300 y 1,000 pL de sangre periférica, de muestras
que se desechan posterior a los analisis clinicos (citometria hematica), obtenidas por puncion
venosa periférica o a través de un catéter largo o venoso central, recolectadas durante la
estancia intrahospitalaria, en tubos para almacenamiento de sangre capilar de 1 mL con
K2EDTA como anticoagulante (BD Microtainer®, Estados Unidos), con menos de 72 horas
de obtencién. Las muestras se mantuvieron a 4 °C y fueron procesadas dentro de las

siguientes 24 horas de su arribo al laboratorio.

Se tomaron, por adulto, entre 15y 30 mL de sangre periférica, por puncion de las venas de
la fosa cubital del antebrazo (basilica, cefalica 0 mediana), en condiciones asépticas, y se
recolectaron en tubos de ensaye de 10 mL con heparina sodica (10-30 UI/mL de muestra)
como anticoagulante. Las muestras se mantuvieron a 4 °C y fueron procesadas dentro de las
siguientes 24 horas de su coleccién. En el periodo comprendido entre el sitio de recoleccién
hospitalario y el sitio de procesamiento, las muestras se conservaron en hielo (4-8 °C), dentro

de contenedores térmicos portéatiles de poliestireno expandido.

22



7.8. Técnicas y procedimientos

7.8.1. Recuento de reticulocitos y células eritroides precursoras nucleadas

El recuento de reticulocitos y células eritroides nucleadas se realiz6 en todas las muestras
obtenidas (Figura 1). El presente protocolo se elabord con base en lo ya publicado?®44. Entre
300y 1,000 uL de sangre por muestra fueron centrifugadas a 400 x g por 10 minutos a 4 °C
en solucion salina balanceada de Hanks (HBSS) con heparina sodica (10-30 Ul/mL) para
retirar el plasma y las plaquetas. EI hematocrito se resuspendio en un volumen final de 2.5
mL con HBSS y colocadas sobre 3 mL de Percoll® (GE Healthcare®, Suecia) al 70%. Las
muestras se centrifugaron a 400 x g por 30 minutos, en rotor basculante sin freno, a
temperatura ambiente (TA; 20-25° C). La o las interfases formadas sobre el Percoll® fueron
retiradas por aspiracion, lavadas y resuspendidas en 1 mL de RPMI-1640 estéril y mantenidas
a 4 °C hasta su tincion. Consecutivamente, se obtuvo el nimero y la viabilidad de las células,
por exclusion de azul de tripano, con el contador de células automatizado Countess®
InVitrogen® (Thermo Fisher®, Estados Unidos).

Se tomaron 2.5 x 10° células por muestra y fueron resuspendidas en 50 uL de PBS
1X/albdmina sérica humana (HSA) al 0.1%, se agregaron 0.6 pL de anticuerpos
monoclonales de ratdn anti-CD235a humano GA-R2 (HIR-2 RUO, 0.2 mg/mL), acoplados
a ficoeritrina (PE) (BD Pharmingen®, Estados Unidos); 3.5 pL de anticuerpos monoclonales
murinos anti-CD71 humano M-A712 (RUQ), acoplados a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (BD Pharmingen®, Estados Unidos) y 6 pL de anticuerpos monoclonales de raton
anti-CD45 HI30 (RUO), acoplados a aloficocianina (APC) (BD Pharmingen®, Estados
Unidos) y se incubaron por 20 minutos en hielo (4-8 °C). Posteriormente se adicion6 1 mL
de PBS 1X/HSA 0.1% para lavar los anticuerpos no adheridos y se centrifugd a 400 x g por
10 minutos a 4 °C. Cuidadosamente, se decant6 el sobrenadante, se resuspendieron las células
en 1 mL de formaldehido (Merck®, Estados Unidos) al 3.7% v/v en PBS 1Xy se fijaron por

minimo 30 minutos a 4 °C.
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Figura 1. Diagrama de flujo para el recuento de reticulocitos y precursores eritroides
nucleados.

Posteriormente, las células se centrifugaron a 400 x g por 10 minutos a 4 °C, se descarto el
sobrenadante, se resuspendieron en 100 uL de PBS 1X /HSA 0.1% con DAPI (Merck®,
Estados Unidos) a 3 pM y se incubaron por 15 minutos a 4° C. Las células fueron lavadas
con 1 mL de PBS 1X/HSA 0.1% y posteriormente resuspendidas en 350 pL de formaldehido
(Merck®, Estados Unidos) al 3.7% v/v en PBS 1X. Las muestras fueron transferidas a tubos
para FACS de polipropileno y se procedio a su analisis por citometria de flujo. Como
controles, se obtuvieron tubos con cada una de las condiciones individuales
(autofluorescencia, solo anti-CD71, solo anti-CD235a, solo anti-CD45 y solo tincién con
DAPI).
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Figura 2. Estrategia de analisis por citometria de flujo para el recuento de reticulocitos
y de precursores eritroides nucleados.

Las muestras fueron capturadas en el citometro de flujo (BD LSRFortessa®, BD
Biosciences®, Estados Unidos o CytoFLEX®, Beckman-Coulter®, Estados Unidos), dentro
de las siguientes 72 horas de su tincion. Se utilizaron para el analisis el software FlowJo®
V10 o Kaluza®. Posterior a los ajustes de voltaje, compensacion y de seleccién de células
sencillas, en un dot plot de granularidad (side scatter, SSC) contra tamafio (forward scatter,
FSC), se selecciono la region cuyas células son caracteristicamente no granulociticas®®. De
esta regidn, se hizo una seleccion de las células CD45 (APC) y a estas se les realizé un
segundo dot plot de CD71 (FITC) contra CD235a (PE), de donde se seleccionaron las células
doble positivas (CD235a"/CD71"). Por histograma, se identificaron las células DAPI
positivas (eritroides nucleados) de las negativas (reticulocitos). La proporcion de estas
células (totales, nucleadas y reticulocitos) con respecto a las células no granulociticas fue
obtenida en todas las muestras incluidas. Se capturaron un minimo de 30,000 eventos por

muestra. La figura 2 muestra la estrategia citométrica descrita.
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7.8.2. Aislamiento de células mononucleares leucocitarias sanguineas

Para aislar células mononucleares, el total de las muestras de sangre de cordon umbilical y
periférica de adultos se dividieron en volimenes de 10 mL y se colocaron en tubos conicos
de 15 mL, se centrifugaron por 400 x g por 15 minutos a 4 °C y se retird, por aspiracion, el
plasma con las plaquetas del sobrenadante. Se separ0 la capa flogistica de cada muestra y se
resuspendio al 40 % del hematocrito con HBSS estéril con heparina sodica (10-30 UI/mL de
muestra). El resto del hematocrito se utilizé para la obtencion del enriquecido de reticulocitos
(7.8.3). Se tomaron 8 mL de la suspension celular que fueron colocados sobre 6 mL de Ficoll-
Hypaque® (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) (densidad 1.077 g/mm?, proporcion 4:3)%°. Se
centrifugd a 400 x g por 30 minutos a TA, con rotor basculante sin freno. Se recuperd, por
aspiracion, la capa de células mononucleares localizadas sobre la capa de Ficoll®, se
resuspendieron en HBSS a 3 veces el volumen recuperado y se centrifugaron a 400 x g por
10 minutos a 4 °C, para eliminar el Ficoll® remanente. Para descartar células eritroides y
eritrocitos contaminantes, se trataron las células con 1 mL de amortiguador de cloruro de
amonio estéril a 37 °C por 5 minutos. Posteriormente, para recuperar la osmolaridad, se
adicionaron 9 mL de HBSS frio y se centrifugaron a 400 x g por 10 minutos a 4 °C.
Consecutivamente, se obtuvo el nimero y la viabilidad de las células, por exclusion de azul
de tripano, con el contador de células automatizado Countess® InVitrogen® (Thermo
Fisher®, Estados Unidos). Las células se resuspendieron en 2 mL de RPMI-1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y se mantuvieron a 4 °C hasta un maximo

de 24 horas para su cultivo.
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Figura 3. Diagrama de flujo de los procedimientos para el aislamiento y cocultivo de
reticulocitos y células mononucleares.

7.8.3. Aislamiento de reticulocitos

Para obtener los reticulocitos, del hematocrito obtenido en el apartado anterior (seccién 7.8.2,
figura 3) se suspendieron las células al 40 % del volumen final con HBSS estéril con heparina
sodica (10-30 Ul/mL de muestra). Para eliminar los leucocitos y plaquetas residuales, el
hematocrito se filtrd a través de columnas de celulosal®. Para esto, las columnas fueron
hidratadas con 6 mL de HBSS y cargadas con 5 mL de la muestra diluida. Para recuperar el
mayor nimero de células, las columnas fueron lavadas con 6 mL de HBSS. Las células
filtradas se resuspendieron en HBSS a 3 veces el volumen recuperado y se centrifugaron a
400 x g por 10 minutos a 4 °C, para eliminar la celulosa remanente. Las células se
suspendieron al 40 % del hematocrito con HBSS estéril y 5 mL fueron cuidadosamente
colocados sobre 6 mL de Percoll® al 70%, en tubos conicos de 15 mL. Posteriormente, se
centrifugaron a 400 x g por 30 minutos a TA, con rotor basculante sin freno. La o las
interfases formadas sobre el Percoll® fueron retiradas por aspiracion, lavadas y
resuspendidas en 1 mL de RPMI-1640 estéril y mantenidas a 4 °C hasta su tincion.
Conjuntamente, se aspiro6 alrededor de 5 uL del hematocrito ubicado en la base del tubo, para
obtener el enriquecido de eritrocitos, utilizado como control de celularidad.

Consecutivamente, se obtuvo el nimero y la viabilidad de las células, por exclusion de azul
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de tripano, con el contador de células automatizado Countess® InVitrogen® (Thermo
Fisher®, Estados Unidos).

Adicionalmente, se verificd la morfologia y el diferencial por microscopia 6ptica. Tomando
alrededor de 150,000 células, se suspendieron en 50 uL de PBS 1X/HSA 0.1%,
posteriormente se les adicion6 30 uL de nuevo azul de metileno (Sigma-Aldrich®, Estados
Unidos) y se incubaron a TA por 15 minutos. A continuacion, se concentraron por
citocentrifugacion (Thermo Shandon Cytospin 3®, Marshall Scientific®, Estados Unidos) a
700 x g por 5 minutos, montadas sobre laminillas, y dejadas secar a temperatura ambiente
antes de visualizarlas. La proporcion de reticulocitos se obtuvo dividiendo el nimero total de
reticulocitos (que muestren reticulina en su citoplasma) entre el total de células obtenidas
(eritrocitos). Los enriquecidos de reticulocitos sanguineos fueron conservados en medio
RPMI-1640 suplementando con 10% de FBS y se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta

un méximo de 72 horas para su cultivo.

7.8.4. Tincion de células mononucleares con diacetato de succinimidil éster
de carboxifluoresceina (CFDA, SE)

La capacidad de proliferacion de las PBMC y UCMC se determiné por el método de CFSE,
modificado a partir de Quah y Parish'®l, Bajo condiciones de esterilidad, de las células
leucocitarias, obtenidas como fue descrito en la seccion 7.8.2, se suspendieron en RPMI-
1640 con HSA al 1% v/v, a un maximo 1 x 107 células en 950 pL. Conjuntamente, en
oscuridad, se adicionaron 50 ul de CFDA, SE a 100 uM en RPMI-1640 con HSA al 1% v/v
(concentracion final 5 uM). Se mezclaron suavemente, se protegieron de la luz con papel
aluminio y se incubaron entre 3 y 5 minutos a temperatura ambiente. Cumplido el tiempo, se
adicionaron 9 mL de RPMI-1640 con 1% de HSA v/v y se centrifugaron a 400 x g por 10
minutos a 4 °C, para eliminar el exceso de colorante de la suspensién. Posteriormente, las
células se resuspendieron en 2 mL de RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS y se

mantuvieron a 4 °C hasta un maximo de 24 horas para su cultivo.
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7.8.5. Ensayos de proliferacion de células mononucleares leucocitarias en

presencia de reticulocitos sanguineos neonatales o de adultos

Una vez obtenidas las células mononucleares tefiidas con CFSE, se sembraron 5 x 10° células
por pozo en 100 pL de RPMI-1640 suplementado con FBS al 10%. (figura 3), en placas de
24 pozos de fondo plano estériles. Un control de células sin tefiir se mantuvo para ajustar la
fluorescencia. Como estimulante de la proliferacion policlonal de linfocitos B y T95%6:98.102
se adicionaron 100 pl de una solucién de PWM (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos), a una
concentracion de 100 pg/mL en RPMI-1640 suplementado con 10 % de FBS (concentracion
final 10 pg/mL). Por cada muestra, se agreg6 un pozo control de células tefiidas sin estimulo
policlonal, donde solo se agregaron 100 uL de RPMI-1640 suplementado. También se
mantuvieron monocultivos estimulados para determinar la proliferacion basal. En los
cocultivos, para cada condicion de PWM, se afiadieron 2.5 x 108, 5 x 10% y 10 x 10° células
del enriquecido de reticulocitos (seccion 7.8.3), para obtener las proporciones 1:5 (adulto),
1:10 (neonatal) y 1:20 (fetal y prematuro), respectivamente. Como controles de celularidad,
estas condiciones se repitieron, pero con el enriquecido de eritrocitos. Subsiguientemente,
las placas fueron incubados a 37 °C, en una atmosfera himeda con CO- al 5 %, por 72 a 80
horas, dado el tiempo de diferenciacion de los reticulocitos in vitro®. Se cocultivaron MNC
autologas de adultos y de cordon umbilical y se incluy6 un cultivo heterélogo con PBMC
adultas en presencia de eritroides de cordon umbilical. Cumplido el tiempo de cultivo, las
células se centrifugaron a 400 x g por 10 minutos a 4 °C, se descartd el sobrenadante, se
resuspendieron en 1 mL de formaldehido (Merck®, Estados Unidos) al 3.7% v/v en PBS 1X
y se fijaron por minimo 30 minutos a 4 °C.

Posteriormente, las células se reconcentraron y se resuspendieron en 100 uL de PBS 1X
/HSA 0.1% con DAPI (Merck®, Estados Unidos) a 3 uM y se incubaron por 15 minutos a 4
°C. Las células fueron lavadas con 1 mL de PBS 1X/HSA 0.1% y posteriormente
resuspendidas en 350 pL de formaldehido (Merck®, Estados Unidos) al 3.7% v/v en PBS
1X. Las muestras fueron transferidas a tubos de polipropileno para FACS y se procedié a su

analisis por citometria de flujo.
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Figura 4. Estrategia de andlisis por citometria de flujo para evaluar la proliferacion de
MNC tefiidas con CFSE.

Las muestras fueron capturadas en el citometro de flujo (BD LSRFortessa®, BD
Biosciences®, Estados Unidos o CytoFLEX®, Beckman-Coulter®, Estados Unidos), dentro
de las siguientes 72 horas de su tincién. Se utilizaron para el analisis el software FlowJo®
V10 o Kaluza®. Posterior a los ajustes de voltaje y de seleccion de células sencillas, se realizo
un histograma con DAPI como marcador para identificar la poblacion mononuclear; la cual,
es la que expresa una mayor intensidad media de fluorescencial®®. De esta poblacion, se hizo
un gate de forward scatter altura (FSC-H) contra CFSE (FITC-A). En las muestras no
estimuladas, se identificd la poblacion no proliferante y en las muestras problema se
identificaron aquellas células cuya intensidad media de fluorescencia era menor a esa
primera. Se cre6 una ventana y se obtuvo la proporcion de células proliferantes (CFSEP4°)
del total de células mononucleares (DAPI¥®). La media de la proliferacion de las MNC
monocultivadas se transformé al 100% vy el resto de las condiciones experimentales se
normalizo a este valor. Se capturaron un minimo de 50,000 eventos por muestra. Un esquema

general de esta estrategia se resume en la figura 4.
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7.8.6. Ensayos de proliferacion de células leucocitarias en sangre completa

De todas las muestras de cordon umbilical y determinadas muestras de sangre periférica
(seccion 7.4), se tomaron 100 uL de sangre completa y se suspendieron en 900 pL de medio
RPMI-1640 esteéril (proporcion 1:10). Las muestras fueron tefiidas con CFDA, SE, como se
describe en la seccion 7.8.4. En tubos para FACS de 12 x 75 mm, se resuspendieron las
células en 900 pL y se adicionaron 100 pL de una solucion de PWM a 100 pg/mL, en RPMI-
1640 suplementado con FBS al 10 % (concentracién final 10 pg/mL). A los controles sin
estimulo, solo se adicionaron 100 uL de RPMI-1640. Las muestras fueron incubadas a 37
°C, en una atmdsfera himeda con COz al 5 %, por 72 a 80 horas, dado el tiempo de
diferenciacion de los reticulocitos in vitro®%, Al finalizar el tiempo de incubacion, las
muestras fueron lavadas con HBSS por centrifugacion a 400 x g por 15 minutos a 4 °C; se
descartd el sobrenadante y se les adiciond 1 mL de solucion de lisis para eritrocitos de cloruro
de amonio a 37 °C y se incubaron por 5 minutos. Transcurrido el tiempo, para recuperar la
osmolaridad, se adicionaron 9 mL de HBSS frio y se centrifugaron a 400 x g por 10 minutos
a 4 °C. Se decanto el sobrenadante, las células se resuspendieron en 1 mL de formaldehido
al 3.7% v/v en PBS 1X y se fijaron por 30 minutos a 4 °C. Posteriormente, las células se
reconcentraron y se resuspendieron en 100 uL de PBS 1X /HSA 0.1% con DAPI (Merck®,
Estados Unidos) a 3 pM y se incubaron por 15 minutos a 4 °C. Las células fueron lavadas
con 1 mL de PBS 1X/HSA 0.1% y posteriormente resuspendidas en 350 uL de formaldehido
al 3.7% v/v en PBS 1X. Las muestras fueron transferidas a tubos de polipropileno para FACS
y se procedi6 a su analisis por citometria de flujo. Para el analisis de proliferacion, se utilizé
la misma estrategia que en la seccién 7.8.5. (figura 4). La figura 5 muestra la estrategia global

de esta técnica.
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Figura 5. Diagrama de flujo de los ensayos de linfoproliferacion en sangre completa.

7.9. Anadlisis estadistico

Todos los datos fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism®, version 6, para
Windows®. Para las comparaciones de las variables de las poblaciones eritroides totales y la
linfoproliferacion en sangre completa, entre los diferentes grupos, se utilizé la prueba de
Kruskal Wallis, dada la falta de normalidad en la distribucion de resultados. Las
comparaciones entre reticulocitos y precursores eritroides nucleados, asi como entre los
monocultivos y las distintas condiciones de cocultivos con los enriquecidos de eritroides, se
hicieron entre ambos grupos utilizando pruebas de Mann Whitney no pareadas, asumiendo
la falta de normalidad de las poblaciones, debido a la variabilidad bioldgica. La correlacion
entre la capacidad de linfoproliferacion en sangre completa y sus niveles de reticulocitos se
efectué con una prueba de Spearman, utilizando el software SPSS® version 15. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas para valores p menores a
0.05. Se utilizo estadistica descriptiva para los datos generales de la poblacion en estudio.
Para las variables cuantitativas, se empleo la media como la medida de tendencia central y

desviacidn estandar como medida de dispersion y rangos.

32



8. Logistica
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9. Consideraciones éticas y de bioseguridad

El presente estudio se ajustd a los lineamientos de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion en Salud (LGSMIS) de México, promulgada en 1986 y modificada en 2014,
de investigacion con riesgo minimo (con base al articulo 17, parrafo IlI) en grupos
subordinados (capitulos 111 'y V, respectivamente), asi como al codigo de Helsinki de 1975,
modificado en 1989, respecto a la confidencialidad de los participantes en el estudio. El
presente estudio pretende mejorar el conocimiento de la inmunidad perinatal con perspectiva
en la generacion de nuevas estrategias diagndsticas a partir de muestras de desecho que no
representaron riesgos adicionales para los individuos participantes. Debido a la investigacion
supone un riesgo minimo a los individuos, se obtuvo el consentimiento informado en la
poblacion vulnerable y subordinada (capitulo I, articulo 23 de la LGSMIS) (anexo 11.2), para
el caso de las muestras de poblacién menor de edad, estas no suponen riesgo por motivo de
la investigacion, por lo que no se requirié consentimiento informado. A cada individuo se le
asignara un cadigo de identificacion que fue la Unica referencia para localizar al sujeto. La
base de datos que concentrd los datos personales del paciente, asi como su informacién de
contacto, existio en una Unica copia resguardada por el investigador principal. De la misma

forma, ningn producto de la investigacion expuso la identidad de los individuos participes.

En cuanto a bioseguridad, se sugirieron las normas universales de bioseguridad en la
utilizacion de muestras humanas, potencialmente infecto-contagiosas (riesgo de bioseguridad
nivel 2), y se almacenaron, recolectaron, transportaron, trataron y se les dio disposicion final
a los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana —
087 — ECOL — SSA1 - 2002.
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10. Resultados
10.1. Los reticulocitos son las células eritroides CD45/CD71*/CD235a*

mas abundantes en sangre periférica y cordon umbilical

Por citometria de flujo, se determinaron las proporciones de células eritroides CD45
/ICD71"/CD235a" de muestras de sangre de cordon umbilical y periférica de neonatos,
lactantes, preescolares y adultos, de acuerdo con la metodologia de la seccion 7.8.1 (figura
1), con respecto al total de células morfolégicamente no granulociticas (figura 2), dado la
proporcion tan limitada que representan las células eritroides en sangre periférica®®"’. Se
encontr6 una marcada tendencia hacia la disminucion de la proporcion de las células
eritroides CD45/CD71*/CD235a" totales conforme aumenta la edad de los individuos,
pasando de una proporcion maxima en las muestras de corddon umbilical (13.99 %
[DE+13.02169]), a ser practicamente indetectables a partir del grupo de lactantes mayores
(0.15 % [DE+0.1415]); con la media mas baja en el grupo de adultos (0.02 % [DE+0.0174])
(p<0.0001). Este efecto fue mas notorio entre las células nucleadas (DAPI*), con respecto a

los reticulocitos (figura 6b).

Al hacer una diferencia fenotipica entre ambos grupos, con base en la presencia de nucleo,
por medio de una tincion nuclear con DAPI, fluorocromo que tifie exclusivamente ADN®,
Se encontrd que estas células son principalmente reticulocitos (DAPI), en todos los grupos
analizados, con una mayor significancia en el grupo neonatal temprano, siendo su proporcion
5 veces mayor con respecto a las células eritroides nucleadas (DAPI*) (p<0.0001) (figura
6b). Sin embargo, no se encontrd diferencia significativa en lactantes y preescolares,

posiblemente debido al escaso nimero de eventos dobles positivos (figura 6a).
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Figura 6. Las células eritroides CD45-/CD71+/CD235a+ sanguineas son principalmente
reticulocitos.

En a), dot plots representativos que muestran la disminucién progresiva de la poblacion
eritroide CD45/CD71/CD235a" (en recuadro) con la edad de los grupos mostrados. Los
histogramas muestran que la mayoria de esas células no poseen nucleo (DAPI") (columnas
en rojo). En b), proporciones de células eritroides CD45/CD71/CD235a", nucleadas
(DAPI*) (en azul) y no nucleadas (DAPI) (en rojo), con respecto a las células no
granulociticas totales, de muestras de sangre de cordon umbilical y periférica de diferentes
edades. p < 0.0001, prueba de Kruskal-Wallis entre los distintos grupos. Prueba de U de
Mann Whitney entre células eritroides nucleadas y reticulocitos. * p < 0.05, ** p <0.01, ****
p < 0.0001, n. s. sin significancia estadistica.

10.2. La linfoproliferacion en sangre completa no se correlaciona con el
nivel de reticulocitos CD45/CD71*/CD235a*

Se evalud la capacidad de linfoproliferacion ex vivo en sangre completa, estimulados con
PWM, en muestras de cordon umbilical y periférica de los diferentes grupos formados,
conforme a la estrategia mostrada en la figura 5 (seccion 7.8.6). La media de las proporciones
de células proliferantes (CFSE®°), con respecto al total de células mononucleares (DAPI3)
(figura 4), del grupo de adultos se normaliz6 al 100 %. No se encontrd diferencias en la

capacidad de linfoproliferacion entre los distintos grupos formados (p=0.4986) (figura 7a).

Al relacionar la capacidad de linfoproliferacion de cada muestra con la proporcion de
reticulocitos CD45/CD71%/CD235a* que contienen, se obtuvo un coeficiente de correlacion
de Spearman de -0.062, por lo que no existié correlacion entre la linfoproliferacion y la
presencia de estas células, al ser estimuladas con PWM (p=0.6170) (figura 7b).
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Figura 7. La linfoproliferacion en sangre completa, estimulada con mitdgeno, no se
correlaciona con la proporcién de reticulocitos CD45-/CD71+/CD235a+.
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En a), se observa la proporcion de células proliferantes (CFSEP¥°) entre las células
mononuclares (DAPI) de cada grupo de edad. No se encuentra diferencia significativa
(prueba de Kruskal-Wallis). En b), se relaciona la capacidad de linfoproliferacion con la
proporcion de reticulocitos CD45/CD71*/CD235a" sanguineos de cada muestra. R de
Spearman -0.062 (p=0.6170).

10.3. El enriquecido de reticulocitos de cordon umbilical disminuye la
capacidad de proliferacion de MNC aut6logos estimulados con

mitogeno, y es dependiente de su concentracion

Para evaluar si los reticulocitos sanguineos neonatales ejercen alguna actividad
inmunosupresora, se cocultivd un enriquecido de estas células, provenientes de sangre de
cordon umbilical, con MNC autdlogos, y se evalud su capacidad de proliferacion ante un
estimulo policlonal con mitogeno, como se describio en la seccion 7.8.5 (figura 4). El
enriquecido se obtuvo como fue descrito en la seccién 7.8.3 (figura 3). Las muestras fueron
filtradas a través de columnas de celulosa para eliminar leucocitos, plaquetas y eritroides
nucleados'®, consiguiéndose un 99.82 % (DE+0.1519) de separacion de estas células. Menos
del 1% fueron eritroides nucleados (99.02 % eritroides no nucleados [DE+1.0401]).
Morfol6gicamente se identificé una proporcion del 24.29 % (DE+ 13.4309) de reticulocitos;
sin embargo, sélo el 15.96 % eran CD45/CD71"/CD235a"* (3.88 % [DE+2.7753] del total)
(figura 8).
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Figura 8. Caracteristicas del enriquecido de reticulocitos de cordon umbilical.
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De derecha a izquierda, se muestra una imagen representativa con tincion de nuevo azul de
metileno. Un dot plot de CD45"(APC) del total de células. Dot plot de CD71 (FITC) contra
CD235a (PE). Histograma de la tincion con DAPI. Se muestran las proporciones obtenidas
en cada condicion. DE: Desviacion estandar.

El porcentaje de proliferacion disminuyd, con respecto al monocultivo (transformado al
100%), al 70.85 % (DE£24.3424) en la condicion 1:5; al 61.42 % ([DEx 21.1199], p<0.05)
en la condicion 1:10 y al 51.61 % ([DE+14.4699], p<0.01) en la condicién 1:20 (figura 9a).
Aunque los controles de celularidad con eritrocitos mostraron esta disminucion en las
proporciones 1:5 y 1:10 (p<0.05), la condicién 1:20 no mostr6 significancia estadistica
(p=0.4010). No se encontraron diferencias entre ambos grupos (prueba de U de Mann
Withney) (figura 9b).
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Figura 9. Los reticulocitos sanguineos neonatales inhiben la proliferacion de MNC
autologos estimulados con mitdgeno.

En a), dot plots de la linfoproliferacién de MNC, estimulados con mitégeno, en presencia de
diferentes concentraciones de reticulocitos. En b), porcentaje de células proliferantes
(CFSEP¥°) con respecto al total de MNC (DAPI'), en cada condicion experimental. Prueba
de U de Mann Whitney. * p < 0.05, ** p < 0.01, p>0.05, sin significancia estadistica.

Para el ensayo de cocultivo heterélogo, se cultivaron MNC de adultos (n=2) contra dos
enriquecidos de reticulocitos de cordon umbilical, respectivamente. El porcentaje de
proliferacion disminuyd, con respecto al monocultivo (transformado al 100%), al 65.49 %
(DE+12.4765) en la condicion 1:5; al 61.47 % (DE+ 11.7065) en la condicion 1:10 y al 58.51
% (DE£11.9031) en la condicion 1:20. Las condiciones control mostraron una modesta
disminucion en la proliferacién, con una media global del 81.41 % (DE+32.7276). Sin

embargo, ninguna condicion alcanzo significancia estadistica (p=0.4689) (figura 10).
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Figura 10. Efecto del cocultivo del enriquecido de reticulocitos de cordéon umbilical
sobre la proliferacién de MNC de adultos.

Porcentaje de células proliferantes (CFSEP3°) con respecto al total de MNC (DAPI?), en
cada condicion experimental. Prueba de U de Mann Whitney. p>0.05, sin significancia
estadistica.

Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de cocultivo entre el enriquecido reticulocitos de sangre
periférica de adultos (figura 3) y MNC autdlogos, como se describio en la seccion 7.8.5. Las
caracteristicas del enriquecido fueron similares al obtenido de sangre de corddn umbilical;
con un 98.48 % (DE+ 2.7852) libre de leucocitos, posey6 un 24.26 % (DE+ 13.4522) de
reticulocitos morfolégicamente distintivos y fue 99.6 % (DE +0.8043) libre de eritroides
nucleados. Sin embargo, a diferencia del enriquecido de cordén umbilical, s6lo el 1.64 %
fueron CD45/CD717/CD235a* (0.4 % [DE +0.8043] del total) (p<0.0001) (figura 11).
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Tincidn con nuevo azul de metileno

Figura 11. Caracteristicas del enriquecido de reticulocitos de sangre periférica de
adultos.

De derecha a izquierda, se muestra una imagen representativa con tincién de nuevo azul de
metilo. Un dot plot de CD45"(APC) del total de células. Dot plot de CD71 (FITC) contra
CD235a (PE). Histograma de la tincion con DAPI. Se muestran las proporciones obtenidas
en cada condicion. DE: Desviacion estandar.

Debido a que la condicion 1:5 no mostro diferencias en la media de proliferacidn con respecto
al monocultivo (ensayos preliminares no incluidos), se cambié por una condicion
suprafisiologica 1:40 (seccion 7.8.5, figura 3). El porcentaje de proliferacion disminuyd, con
respecto al monocultivo (transformado al 100%), al 78.5%(DE+17.6666) en la condicion
1:10; al 72.1% (DE+ 13.3466) en la condicion 1:20 y al 42.9% ([DE£27.9955], p<0.01)
(figura 12). No se encontraron diferencias significativas de cada condicion experimental con

su respectivo control de celularidad (figura 12).
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Figura 12. Efecto del cocultivo del enriquecido de reticulocitos de sangre periférica de
adultos sobre la proliferacion de MNC aut6logos.

Porcentaje de células proliferantes (CFSE"3°) con respecto al total de MNC (DAPI¥®), en
cada condicion experimental. Prueba de Kruskal-Wallis. * p<0.05. p>0.05, sin significancia
estadistica.
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11.Discusion

La fraccion mononuclear de la sangre de cordon umbilical se encuentra fisiologicamente
enriquecida con una poblacion de células de linaje eritroide que coexpresan los marcadores
CD71 y CD235a vy, que al ser separadas del total de células mononucleares, aumentan la
respuesta inmunoldgica innata y adquirida de los leucocitos in vitro?>°35, La proporcién de
estas células, en el bazo murino, se relaciona negativamente con la capacidad de establecer
una respuesta inflamatoria ante una infeccion sistémica, que es minima en neonatos y
lactantes, donde alcanzan sus niveles més altos, mientras que individuos juveniles, las células
eritroides estan practicamente ausente?®. Dado a que en este modelo el bazo representa un
sitio hematopoyético primario, se atribuy6 el papel inmunosupresor a los eritroblastos?54,
Sin embargo, en seres humanos, la presencia de estas células en sangre periférica, fuera de la

primera semana de vida extrauterina, se considera un hallazgo patoldgico*3°8:60,

El reticulocito, el precursor inmediato al eritrocito, también coexpresa ambos marcadores*®
y se encuentra fisiol6gicamente enriquecido en corddn umbilical, en el periodo neonatal y en
parte de lactancia en seres humanos’’. Por lo que decidimos evaluar el fenotipo de las células
eritroides CD45/CD71*/CD235a en muestras humanas de individuos de distintos grupos de
edad. De manera analoga a lo encontrado en bazo de ratones, estas células disminuyen sus
concentraciones consistentemente dentro del primer mes de vida extrauterina y llegan a ser
practicamente inexistentes en sangre periférica a partir del grupo de lactantes de entre 6 a 12
meses (figura 6b). En todos los grupos analizados los reticulocitos fueron entre 3 a 5 veces
mas abundantes que las células eritroides nucleadas. Por lo que, si estas células ultimas tienen
un papel en el establecimiento de la microbiota al nacimiento, como se ha sugerido en

ratones?®, los reticulocitos tendrian mayor relevancia fisioldgica.

Los cultivos de sangre completa ofrecen la ventaja de recrear mejor las condiciones de su
nicho bioldgico (ex vivo) que los cultivos de células aisladas; requieren menos manipulacion,
por lo que se reduce el riesgo de preactivacion, contaminacion y de enriquecimiento o
eliminacion de subpoblaciones®. Para mejorar la sensibilidad de nuestro estudio, incluimos
una tincion nuclear con DAPI y evaluamos la proliferacion con CFSE (seccion 7.8.6, figura
5). Al estimular los linfocitos con un mitégeno (PWM), no encontramos diferencias

significativas en la capacidad de proliferacion entre los diferentes grupos formados (figura
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7a). Esto quiza se deba a que el estimulo dado por el mitdgeno es policlonal e inespecifico y,
al sobrepasar posibles sitios de regulacién en la sefializacion celular, en entre la activacion y
la respuesta final que pudieran ejercer estas células®®®®, el efecto global de la respuesta
inmunoldgica (proliferacion) no se vea influenciada por la presencia de los reticulocitos
CD45/CD717/CD235a". Esto hace sentido a la hipotesis que los leucocitos fetales o
neonatales no son distintos o “inmaduros” con respecto a sus contrapartes adultas; ya que,
ante las infecciones congenitas y la sepsis neonatal, estas células son capaces de montar
robustas respuestas inflamatorias contra patdgenos*®?. Debido a esta homogeneidad en la
proliferacion entre los diferentes grupos, no se encontré una correlacion entre las
proporciones de reticulocitos CD45/CD717/CD235a" y la respuesta inmunolégica evaluada
(figura 7b). Adicionalmente, es posible que el efecto sobre la proliferacion en general sea
minimo y el ensayo haya sido poco posible para detectarlo, al evaluar valores relativos

(proporciones) sobre absolutos.

Como perspectivas, seria necesario explorar el efecto de estas células ante un reto antigénico
distinto (patogénico o ligandos de TLR), si el efecto regulador ocurre al ejercer un perfil
disminuido o diferencial en la expresion de citocinas o quimiocinas, lo cual produciria un
efecto sobre el reclutamiento y fenotipo de los leucocitos en el sitio anatomico de interés; si
el efecto ejercido por estas células es disminuir la capacidad de activacion de células
inflamatorias y adaptativas, como se propone en la sepsis?®’4, si promueven la maduracion y
diferenciacion de otras poblaciones reguladoras o si su efecto es sobre una respuesta
inmunoldgica distinta (fagocitosis, citotoxicidad, produccion de inmunoglobulinas, etcétera)
como se ha analizado en ratones?>*361 y con eritroides nucleados de cordon umbilical®®.
Ademas, seria relevante buscar la relacion entre los niveles de los reticulocitos CD45
/CD717/CD235a’, con el desarrollo y curso clinico de la sepsis neonatal y perinatal en

individuos infectados, como se ha explorado para los precursores eritroides nucleados®®.

Debido al importante nimero de variables existentes en sangre completa que modifican la
respuesta inmunologica (factores solubles en el plasma, distintas concentraciones de micro y
macronutrientes, poblaciones reguladoras y efectoras, etcétera), las condiciones inherentes
de los cultivos sanguineos completos (riesgo de hemolisis, formacion de coagulos, etcétera®)
y que no es posible conocer los niveles de las poblaciones celulares analizadas (efecto de

volumen)®, era necesario conocer el efecto inmunoldgico de los reticulocitos sanguineos
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neonatales humanos en condiciones controladas. Para ello, se estandarizo una técnica de
enriquecimiento de los mismos (seccion 7.8.3), con rendimientos similares a los reportados
en la literatural®% (figuras 8 y 11). Se encontr6 que, al aumentar la proporcion del
enriquecido de reticulocitos con respecto al numero de MNC auto6logos, la capacidad de
linfoproliferacion de estos ultimos disminuyo de manera significativa (figura 9b). Este efecto
muestra una tendencia similar sobre la proliferacion de MNC de adultos; sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones analizadas
(figura 10). Como perspectiva, un estudio dirigido a aumentar el nimero de individuos

analizados podria confirmar esta tendencia.

Al evaluar este efecto, pero empleando un enriquecido de reticulocitos de sangre periférica
de adultos (figura 11), sobre la proliferacion de MNC autdlogos, no se encontraron
diferencias significativas con respecto al monocultivo (figura 12). Con estas células, se
incluyd una proporcién mayor de reticulocitos (1:40), donde se demostré una disminucion
significativa de la proliferacion; sin embargo, se obtuvo el mismo resultado con el control de
celularidad (eritrocitos), por lo que el efecto observado es méas probable que se explique por
un agotamiento de los nutrientes del medio y no por un efecto supresor de los reticulocitos.
A pesar de que en ambos enriquecidos se obtuvo una concentracion similar de reticulocitos
identificados por sus caracteristicas morfoldgicas (tincion con nuevo azul de metileno), sélo
en el enriquecido obtenido de cordon umbilical exisité una poblacion significativa de células
CD45/CD71*/CD235a" (figura 8). Publicaciones recientes han demostrado que la presencia
de CD71 en los reticulocitos los hace una poblacién fenotipicamente distinta de aquellos
reticulocitos que no lo expresan®®; y que los primeros estan mas relacionados con las
caracteristicas biofisicas, metabolicas y de expresion diferencial de proteinas de los
eritroblastos®®, por lo que es posible atribuir el efecto inmunosupresor del enriquecido a los
reticulocitos CD45/CD717/CD235a. Como perspectivas, es necesario mejorar el
rendimiento de la purificacion de estos reticulocitos, comparar su efecto inmunoldgico contra
las células eritroides nucleadas®®, evaluar si el efecto ejercido por estas células es por factores
solubles o dependiente de contacto e identificar cual o cuéles son sus posibles mecanismos

moleculares inmunosupresores.

Ante la identificacion del efecto inmunosupresor de los reticulocitos sanguineos neonatales

humanos, se abre la posibilidad de evaluar si estas células juegan un papel en los particulares
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fendmenos inmunoldgicos encontrados en individuos de esta edad: en la persistencia de la
tolerancia fetomaterna de los prematuros, ante la vacunacion, en la experiencia materna, en
el establecimiento de la microbiota y en la susceptibilidad ante enfermedades infecciosas, en

el desarrollo de alergias, atopia y asma, etcétera.
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12.Perspectivas

El hallazgo de la actividad inmunosupresora de los reticulocitos sanguineos neonatales
humanos se suma a la evidencia acumulada de méas de 40 afios de los efectos
inmunorreguladores de las células de linaje eritroide, desde los eritroblastos hasta los
eritrocitos, en determinadas condiciones?®°2557880  Se ha propuesto, con base en
experimentos desarrollados en ratones?*31°361 un papel inmunomodulador para el
establecimiento de la microbiota o en el tolerancia fetomaterna, por lo que podria explorarse
cudl es el efecto de los reticulocitos neonatales humanos en estos procesos fisioldgicos.
Ademas, podrian tener alguna relevancia en otros procesos en donde una estricta regulacién
de la inflamacion es necesaria, como en el asma, las alergias, la atopia, o estén relacionados
en la disminuida capacidad de los neonatos de generar memoria inmunoldgica ante la

vacunacion®?,

También se ha descrito que hay diferencias en las concentraciones de estas células, en sangre
de cordén umbilical, entre neonatos nacidos con o sin trabajo de parto, encontrandose
aumentados en estos ultimos®. La fenotipificacion de estas células y su probable
participacién en el mecanismo de induccion del trabajo de parto se desconoce. La expresion
del CD71 en los reticulocitos se relaciona directamente con su grado de maduracion®® y en
los neonatos tempranos (de 1 a 7 dias) mas del 30% son reticulocitos inmaduros’’. En este
estudio, encontramos que el enriquecido de reticulocitos de adultos no mostr6 el efecto
producido por su contraparte de cordén umbilical, y este efecto puede ser explicado por el
bajo nimero de reticulocitos inmaduros (identificados como CD45/CD71*/CD235a, figura
11). Sin embargo, es necesario obtener ambas poblaciones por separado y evaluar sus efectos

sobre células inmunoldgicas.

Diferentes estudios han demostrado que las células eritroides CD71*/CD235a"°, asi como
eritroblastos provenientes de cordén umbilical®®, médula ésea o higado fetal?®521% no
sintetizan citocinas ni quimiocinas inmunoreguladoras; no obstante, son capaces de estimular
la sintesis de citocinas antiinflamatorias, como IL-10 o TGF-B3%%°, a través de mecanismos
desconocidos. Se conoce que los reticulocitos pierden mas del 20% de sus membranas a
través de exosomas®®, y que estos pueden contener mecanismos reguladores de la

transcripcion, como los miRNAs!?. El conocer como estas células regulan la expresion de
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citocinas y quimiocinas de las células inflamatorias ampliaria nuestro entendimiento de la

relacion entre ambos linajes celulares y sus formas de comunicacion.

Aquellas enfermedades donde se encuentran elevados los niveles de reticulocitos, como las
talasemias y otras hemoglobinopatias'®, son susceptibles a las infecciones, principalmente a
las intracelulares, como en los neonatos??. A la fecha, no existen estudios que relacionen las
concentraciones de estas células, particularmente las inmaduras, con este aspecto del curso
clinico de las enfermedades citadas. La sepsis neonatal y otras enfermedades inflamatorias
de la infancia se relacionan inversamente con los niveles de eritroides nucleados®*® y un
fendmeno similar podria relacionarse con los reticulocitos, por lo que podrian fungir en la

clinica como marcadores diagndsticos o prondsticos en estas enfermedades.

Por tltimo, Miller et al.*® encontraron un efecto paradéjico al cocultivar eritroides de cordon
umbilical con MNC maternas, debido a que estas ultimas aumentaban la expresion de IL-18,
IL-6 y TNF-a, y disminuian la expresion de TGF-p, al ser estimuladas con LPS. Es posible
que el efecto inmunoregulador de estas células se extienda mas alla del espectro supresor, y
su papel homeostéatico se modifique dependiendo el nicho bioldgico, los estimulos del medio,
el estado de salud y edad del individuo, entre otros factores. Aunque en este estudio no se
demostraron cambios estadisticamente significativos en el cocultivo heter6logo, es
importante evaluar otras respuestas inmunolégicas, como sintesis de citocinas, quimiocinas,

activacion, citotoxicidad, produccion de inmunoglobulinas, etcétera.
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13.Conclusiones

Las células eritroides CD45°CD71"/CD235a" son esencialmente reticulocitos (DAPI-). Su
namero disminuye progresivamente durante el periodo neonatal a ser practicamente
inexistentes a partir de la lactancia, lo que significa que estas células podrian tener mayor

relevancia fisioldgica, en la regulacion inmunologica, que las céelulas eritroides nucleadas.

La capacidad global de linfoproliferacion en sangre completa no se correlaciona con las
concentraciones de los reticulocitos CD45°CD71*/CD235a". Lo que significa que es posible
que en el tejido completo existan mecanismos reguladores que homogenicen la respuesta de

proliferacion indistintamente de la edad del individuo.

Los reticulocitos provenientes de sangre de cordon umbilical disminuyeron la proliferacion
de MNC autdlogas, de una forma dependiente de concentracion. No se encontré un efecto
estadisticamente significativo sobre la proliferacion de PBMC de adultos, donde el
enriquecido de reticulocitos fue escaso en células CD45"CD71*/CD235a*. Po lo tanto, el
enriquecido de reticulocitos de cordon umbilical mostr6é un efecto inmunosupresor sobre la
proliferacion de linfocitos aut6logos, y esta actividad se relacioné con el fenotipo CD45
CD71*/CD235a".
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15. Anexos

15.1. Consentimiento informado

3

L)
IMSS

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:
Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:

Nuamero de registro:

Justificacién y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar en el
estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas de
tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Evaluacién de la actividad inmunosupresora de los reticulocitos sanguineos neonatales humanos.

No aplica.

Ciudad de México, México. A 21 de marzo de 2018.

En tramite.

Mejorar el conocimiento de la inmunidad perinatal con perspectiva en la generacién de nuevas estrategias
diagnésticas y terapéuticas con base a la evaluacién de la actividad inmunosupresora de los reticulocitos
sanguineos neonatales humanos sobre la capacidad de proliferacion de células mononucleares de sangre

periférica, in vitro.

Extraccion de sangre periférica por puncién venosa.

Dolor, equimosis (moretones), flebitis (inflamacién), hemorragia, los cuales son poco frecuentes, limitados

y no dejan secuelas al mediano y largo plazo.

Este estudio nos permite mejorar nuestro conocimiento de la inmunidad perinatal en lo referente en las
poblaciones celulares de linaje eritroide que confieren susceptibilidad a las infecciones por un estado de
inmunosupresion activo. Esta investigacion continda la linea planteada en Nature. 2013; 504 (7478): 158—
162y los subsecuentes trabajos J Immunol. 2017;199(6): 2081-2095 y Sci Rep. 2017; 7: 7728, que podria
ayudar a mejorar la calidad de vida los recién nacidos.

En el transcurso del estudio o al finalizar el mismo, usted podra solicitar que le sea ntregada copia toda la
informacion que se haya recabado acerca de usted, con motivo de su articipacion en el presente estudio

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando el investigador
responsable no se lo solicite-, pudiendo informar o no, las razones de su decision, la cual seré respetada
en su integridad. Para revocar su participacion en el estudio bastard con informar verbalmente al

investigador.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, serd mantenida

con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

En caso de coleccion de material biolégico (si aplica):
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No autoriza que se tome la muestra.

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

[]

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica): No aplica

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Beneficios al término del estudio:

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: Felipe Ortiz Contreras, mat: 6785956 HGR 1 IMSS. tel: 56393822 ext 20560

Colaboradores: Vladimir Herman Miguel, s/m CINVESTAV-IPN tel: 5514274189 Marco Antonio Vega Loépez, s/m,
CINVESTAV-IPN tel: 57473344 ext 5660

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podréa dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacién de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo

electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

Vladimir Herman Miguel

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacién y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacién, sin omitir informacién

relevante del estudio

Clave: 2810-009-013
Folio: 001
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15.2. Dictamen del Hospital de la Mujer

COISION COORDINADTEA OF LS IMSTITUTOS NACIONALES
[iE SANUD T HOSHTALES BE ALTA FSPEDALIDEDR

DURECE |G GEMERAL DE COORDIRACION DE LGS

HOGPITALES FECERALLS DE REFERENCIA

vl )

e T HEEPITAL DE L MUPER .
Haspal da

o ConTE B INvEsTInaOi [RESIETRA COFIPME O 09 4R 871 -_..ﬂ:...::\ Jﬂ'ﬁ'ﬂ

_ DICTAMEN DE EVALUACION
COMITE OE INVESTIGACION DEL HOSPITAL DE LA NMUJER

Ciudad da Méxicn, a 25 de abril de 2018,

Tibaka del prayesto

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INMUNOSUPRESORA DE LOS RETICULOCITOS
SANGUINECS NEDMATALES HUMANDS

Imsligador RasponsablePussta Registro Ma.
Wiadimir Hernan Miguel, CINVESTAY .
Mareo Antonio Lopez Vega, CINVESTAY Reg. HM-INV/2018:02.00
Depatamenta de Sdscripoian ehdail

viadimir. hernanficinvestav.mx

Divisidn de Ensefanzal mavegaiEcinveslay mx

Facha de recapcion 02 abril 2018
Fecha de Sesidn Offnsnis 15 abril 2018 Gesian M. 2018.02
Fecha de recapcon (canmegita) Vigencia
| RESOLUCION DEL COMITE DE INVESTIGAGION |
[ Aprobado __ __L i .
— O a— — ! . [.:l____
hercbado conmodifescones | ™| B
I DBSER?AME? a o l

| 1. Se sugiers plantear la apera'hz-al::iﬁn di sU% varizbles para hacerlas consislentes can
el disafio estadisticos |
| 2. Mjustar el cronograma de actividades. ya que se considera iniciar la coleccan da i
muestras antes de que sea aceplade por el Comilé |
| 3. Indicar investigadar|es) colaborador(es) del Hospilal de la Mujer !

Atentamente.

ey by niil.
Dr. Javier Mancilla Ramirez

Secratarin dal Comité de Investigacidn
Hospital de la Mujer

Cop Inwastipadar|es) del Hosgilsl de la Mujer -
Arthii -
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