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SSC. “Side-scattered light”.

TNF. “Tumor Necrosis Factor”; factor de necrosis tumoral.
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1. Resumen y palabras clave

El descubrimiento de las células linfoides innatas y su papel en la inmunomodulacion de las
respuestas inmunitarias frente a microorganismos y alérgenos es un campo de estudio en creciente
desarrollo. Se conoce que el sistema inmunitario fetal estd condicionado por la colonizacion de
microorganismos y la nutricion materna, pero la relacion entre estos factores, el efecto en poblaciones
de linfocitos innatos en el recién nacido y las posteriores consecuencias que puedan tener durante la
infancia del nifio no han sido estudiados. El objetivo principal de este trabajo ha sido la caracterizacion
de los distintos perfiles poblacionales de estos linfocitos en sangre de cordon umbilical, provenientes de
los recién nacidos en Murcia, cuyas madres habian sido sometidas a exhaustivos analisis y cuestionarios
sobre salud y habitos nutricionales. Para ello, se tomaron 57 muestras de sangre venosa de cordon
umbilical y se cuantificaron los distintos fenotipos de linfocitos innatos por citometria de flujo. El
analisis revelo variaciones en la expresion del marcador CD56 de células NK, que dividia a la cohorte
en dos grupos: unos con alta expresion y otros con baja expresion, que puede estar relacionado con el
grado de maduracion de las NK. Ademas, se observd una tendencia de los recién nacidos a la
polarizacion hacia células linfoides innatas de tipo 1. Estos resultados podrian servir como punto de
inicio para dilucidar si existe alguna correlacion entre una predominancia hacia cierto tipo de células

linfoides innatas y el desarrollo de alergias durante la infancia.

The discovery of innate lymphoid cells and their role in immunomodulation of immune
responses against microorganisms and allergens is a study field in growing development. It is known
that the fetus immune system is conditioned by the colonization of microorganisms and maternal
nutrition, but the relationship between these factors, the possible effect in lymphoid innate cells in the
newborn and later consequences that may occur during childhood have not been studied yet. The main
objective of this work was the characterization of the different population profiles of these lymphocytes
in cord blood, extracted from newborns from Murcia whose mothers had been subjected to thorough
analysis and had been tested about health and nutritional habits. In order to accomplish the objective,
57 venous cord blood samples were analyzed and different phenotypes of innate lymphocytes were
quantified by flow cytometry. The analysis revealed variations in the expression of CD56, a marker of
NK cells, which divided the cohort into two main groups depending on the level of expression of this
marker: the first one, with high expression and the second one, with low expression of CD56. These
phenotypes may be related to different maturation stages of NK cells in cord blood. In addition, we
observed a tendency to polarization towards type 1 innate lymphoid cells in the newborns. These results
may be useful to elucidate if there is any connection between the predominance of certain types of

lymphoid cells in cord blood and the development of allergies during childhood.
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Keywords: immunology, innate lymphoid cells, allergies, flow cytometry, umbilical cord.

2. Introduccion

En los ultimos afios ha aumentado la incidencia de casos de alergia, especialmente en nifios,
donde se estima una prevalencia del 30%, dentro de la cual destacan las alergias respiratorias (rinitis y
asma, con un 10%) y las alergias alimentarias (entre 5-7%, Eder et al., 2006). Se cree que este aumento
tan rapido en la frecuencia de alergias en la poblacion esta relacionado con cambios socioeconémicos,

en el modo de vida y en el ambiente.

En general, la hipersensibilidad se define como un trastorno causado por enfermedades
inmunitarias en la que la respuesta frente a un antigeno se controla de forma inadecuada y se dirige a
los tejidos del anfitrion. Dentro de esta definicion se sitllan cuatro tipos distintos de reacciones
hipersensibles, en la que destacamos las reacciones alérgicas o hipersensibles de tipo I, donde una
sustancia generalmente inocua genera una respuesta exacerbada del sistema inmunitario. En este tipo de
reaccion, el organismo reacciona frente a alérgenos solubles, mediante una respuesta dependiente de
IgE (inmunoglobulina E), que se desarrolla muy rapidamente, en pocos minutos. Los otros tipos de
reacciones de hipersensibilidad, sin embargo, no se califican como alergias debido a que presentan

caracteristicas distintas (Abbas et al., 2015):

1. Hipersensibilidad de tipo II. En este caso, el antigeno soluble se une a la superficie de las
células o a la matriz extracelular, donde se forman nuevos antigenos reconocidos por IgG
(inmunoglobulina G). La activacion del complemento y las reacciones mediadas por el
reconocimiento de la IgG unida, como puede ser la fagocitosis o lisis celular, conlleva la
destruccion de células que lleven el anticuerpo unido.

2. Hipersensibilidad de tipo III. Los antigenos solubles forman inmunocomplejos con IgG.
Cuando precipitan causan reacciones inflamatorias y activan respuestas de reconocimiento de
IgG, asi como el sistema del complemento.

3. Hipersensibilidad de tipo IV. Se produce frente a antigenos solubles o asociados a células. Las
células T son las mediadoras de este tipo de reaccion. Los antigenos extrafios son reconocidos
por los linfocitos T cooperadores y citotoxicos y dan lugar a una reaccion de hipersensibilidad

que tarda varios dias en producirse.



En nuestro estudio nos centraremos en los fendmenos de hipersensibilidad de tipo I. El proceso
de hipersensibilizacion en este tipo de alergias se produce como resultado de dos fases principales

(Regueiro et al., 2008):

1. Fase de sensibilizacion. En esta fase el individuo entra en contacto con el alérgeno a través de
inhalacion o ingestion. Las células presentadoras de antigenos contactan con los linfocitos Th
(helper) y los activan. Cuando los linfocitos Th se ponen en contacto con los linfocitos B estimulan
el cambio de isotipo a IgE. Estas IgE especificas del alérgeno se unen a través de su region Fc
(fraccion cristalizable) a su receptor localizado sobre la superficie de los mastocitos, a la espera de

una segunda exposicion al alérgeno.

2. Fase de hipersensibilidad. Cuando se produce la reexposicion al alérgeno las IgE especificas
unidas a los mastocitos los reconocen y provocan una cascada de sefiales que favorecen la liberacion
de mediadores inflamatorios, como leucotrienos, prostaglandinas, histamina, factores
quimiotacticos y citoquinas. Estos mediadores son los responsables de la formacion del cuadro
clinico alérgico y, segtin la zona de exposicion al alérgeno, el tiempo de exposicion y la cantidad de
alérgeno afectaran a la intensidad de la respuesta y al tiempo de respuesta. Esta reaccion puede
producirse de manera inmediata (liberacion de sustancias preformadas en los granulos de los
mastocitos) o tardia (sintesis de nuevos mediadores y reclutamiento de eosinofilos, monocitos y

linfocitos al foco inflamatorio).

2.1. Origen de las alergias

Si bien se conocen los eventos moleculares y celulares mediante los cuales se desarrollan estas
enfermedades, el origen por el cual se ha producido un incremento tan destacable durante el Gltimo siglo

se mantiene, mas bien, desconocido.

No son muchas las hipdtesis planteadas para explicar el acelerado ritmo con el que ha aumentado
la incidencia de los casos de alergia en la poblacion, y todas ellas buscan una explicacion asociada a los

cambios en el modo de vida que ha experimentado la sociedad occidental durante el Gltimo siglo.

La primera en tratar de aclarar la causa de este incremento fue la hipotesis higienista, que surgio
de la mano de Strachan a finales de los afios 80. Su estudio se centrd en familias del Reino Unido que
variaban en tamafio y curiosamente también en incidencia de esta anomalia. De esta forma se relaciono
la pertenencia a familias numerosas con una menor incidencia de episodios alérgicos relacionados con
el polen, al contrario de lo que sucede en familias mas reducidas. El investigador infiri6 que esta

correlacion del tamano familiar y de la presencia de la enfermedad podria deberse al caracter protector



de las infecciones transmitidas por contacto directo de individuo a individuo durante su etapa infantil,
desembocando en una respuesta inmunitaria normal. Al ser més grande la familia, habria mayor
posibilidad de infeccion. Esta hipotesis ha suscitado respuestas tanto detractoras como defensoras,
habiendo algunos trabajos publicados, como el de Feldman et al. (2015), que refutan esta hipdtesis
alegando que las infecciones, supuestamente protectoras, lo que en realidad favorecen es una mayor

incidencia en la aparicion de asma.

Frente a la hipotesis higienista se planteo la idea de que no fuera la reduccion en el nimero de
infecciones la causante del aumento de casos de asma, sino la adopcion de un nuevo modo de vida, el
Western lifestyle. Este modo de vida se caracterizaria por la ejecucion de poco ejercicio fisico, aumento
del tiempo que se pasa en lugares cerrados, consumo de dietas bajas en fibras y exceso de grasas
saturadas. Todo ello contribuye al incremento de la incidencia de las alergias (Platts-Mills, 2015) a
través de la conocida como disbiosis microbiana, es decir, la reduccion de la diversidad microbiana en
el intestino, piel y mucosas. Puesto que estas zonas son las principales barreras a la entrada de patogenos
y en las que el sistema inmunitario se encuentra en contacto continuo con microorganismos comensales
naturales, se plantea la posibilidad de que su alteracion por fendmenos externos pudiera alterar la
respuesta del sistema inmunitario frente a diversas sustancias, ocasionando la sintomatologia alérgica.
Es necesario aclarar que no se reduce el nimero de especies de microorganismos presentes, sino que se
rompe el delicado balance en el nimero de representantes de cada especie. En este sentido, se ha
demostrado que numerosos alérgenos presentan epitopos conformacionales y lineales muy parecidos a
los antigenos que presentan determinadas proteinas infecciosas parasiticas. De esta forma, el contacto
con dichas proteinas favoreceria la tolerancia a los alérgenos a largo plazo, como ha sido demostrado
en ratones, tanto in vitro como in vivo (Patel et al., 2015). La respuesta humoral a través de 1gG4 ¢ IgA
(inmunoglobulina A) es la encargada de este fendmeno, de manera que se relaciona la deficiencia de
IgA con un mayor riesgo de desarrollar alergias (Akdis et al., 1997). Se desconoce como podria afectar
esto a los recién nacidos, pero se ha visto que el modo de alimentacion del nifio, el contenido de fibra
en la dieta, el modo de nacimiento y la presencia de mascotas durante la infancia suponen factores
importantes para la formacion de la microbiota del nifio (Lodge et al., 2015; Martin et al., 2016, Tun et

al., 2017).

2.2. Bases de la respuesta inmunitaria frente a alérgenos

Los elementos celulares responsables de dirigir y coordinar la respuesta inmunitaria son los
linfocitos Th, los cuales se pueden diferenciar, tras ponerse en contacto con el antigeno, en las diferentes

poblaciones principales de linfocitos Th: Th1, Th2, Th17 y Treg (reguladores).



La mayoria de los estudios clasicos de fendmenos alérgicos hacen alusion al balance que se da

entre dos tipos de linfocitos, Th1 y Th2, a favor de la diferenciacion hacia Th2 en estos casos.

En los seres humanos existe un balance entre dos tipos celulares linfocitarios que regulan la
respuesta inmunitaria adaptativa: los linfocitos Thl y los linfocitos Th2. Los linfocitos Th2 son los que
participan de forma activa en el desarrollo de las alergias, a través de la sintesis de diferentes mensajeros
quimicos o interleucinas (IL-4, IL-5 e IL-13). Estos mensajeros provocan la sintesis de IgE como
consecuencia de la activacion de linfocitos B y la activacion de eosinéfilos y células cebadas. Por otro
lado, la dominancia de linfocitos Thl actia como regulador negativo suprimiendo la proliferacion y
activacion de linfocitos Th2, estableciéndose un balance a favor de los linfocitos Th1. Con esta base, se
piensa que la pérdida del contacto con elementos infecciosos provocaria la pérdida de células Th1 y, por
tanto, el balance quedaria a favor de los linfocitos Th2. Aunque esta hipodtesis presenta datos que la
apoyan (la predominancia de poblaciones Th2 especificas del alérgeno y sus citoquinas sobre las
poblaciones de Thl en casos de asma; Wills-Karp, 1999), en individuos sanos no se ha visto una
predominancia importante de poblaciones Thl. De forma paralela también se propone que, al ser los
linfocitos Treg los mediadores en la respuesta ante parasitos en las mucosas y también reguladores de
la presencia de linfocitos Th2, su disminucioén en niimero en las mucosas supondria un aumento de los

linfocitos Th2 (Wilson et al., 2005).

Un papel clave en este tipo de respuesta inmunitaria, denominada también de tipo 2, lo juegan
las células dendriticas, presentes en las barreras corporales expresando PRRs (receptores de
reconocimiento de moléculas asociadas a patogenos). Las células dendriticas inducen a los linfocitos
Thl y Thl7, activandose la respuesta inmunitaria de tipo 1. También controlan la producciéon de
anticuerpos para antigenos inhalados e ingeridos. Sin embargo, cuando no hay una fuerte sefal
polarizadora frente a un alérgeno (IL-12, IL-6, IL-23), estas células dendriticas favorecen el
desplazamiento de la respuesta hacia la de tipo 2. De esta forma, un sistema inmunitario que no ha sido
instruido correctamente debido a la ausencia de microorganismos comensales puede estar detras de la

polarizacion a respuesta tipo 2 (Lambrecht et al., 2017).

Por otro lado, recientes investigaciones han puesto de manifiesto un nuevo conjunto de
poblaciones celulares denominado linfocitos innatos (ILCs) que participan de forma activa en el
desarrollo de las alergias. En concreto los ILC2, que guardan similitud con los linfocitos Th2 en el
patron de secrecion de interleucinas tipicas Th2, pero sin expresar los marcadores propios de linaje de
células T (CD3 y CD4). Este nuevo grupo de células ha demostrado tener una fuerte implicacion en la
sintesis de interleucinas responsables de dirigir la sefial hacia la sintesis de IgE y, ademas, se ha
demostrado que favorecen la migracion de las células dendriticas hacia las zonas en contacto con los

antigenos (Hammad & Lambrecht, 2015).



2.3. Células linfoides innatas

El papel de ciertos tipos celulares como los ILCs en el desarrollo de las respuestas inmunitarias
y, por tanto, en las alergias es uno de los campos de investigacion mas recientes y que mas prometen en
el desarrollo de la inmunidad innata. Estos linfocitos, en humanos, se encuentran divididos en tres
subpoblaciones principales, detectados a partir de sangre periférica de adulto (Walker et al., 2013),
cuyos marcadores fenotipicos principales que los identifican se destacan en la tabla 1 y cuyas
caracteristicas generales se detallan a continuacion. Sin embargo, los estudios que constatan la presencia

de estos fenotipos en sangre de cordon umbilical y, por tanto, en el recién nacido, son muy limitados.

Tabla 1. Marcadores de superficie principales de los grupos de linfocitos innatos en sangre de adultos.
Modificado de Trabanelli et al. (2018) y Mjésberg & Spits (2016).

Marcador
CD3 CD4 CD5S6 CD16 CDI161 NKp46 CRTH2 ST2 CDI117
Tipo celular

NK - - + +/- bajo + - - -
ielLC1 - - - - bajo + - - -
ILC1 - - - - + = o - -
ILC2 - - - - + - + T +/-
ILC3 - - +/- = + +/- - - T
LTi - - - - + - - - +

2.3.1. Células linfoides innatas de tipo 1

De acuerdo con Walker et al. (2013), este conjunto comprende las células NK, linfocitos innatos

intraepiteliales (ieILC1) y linfocitos innatos similares a Th1 (ILC1).

Células natural killer (NK). Las células NK se encuentran englobadas dentro del grupo de los
linfocitos efectores que presentan actividad citolitica sobre células tumorales e infectadas por virus,
ademas de su participacion en la amplificacion de la cascada de sefializacion inflamatoria. Son células
productoras de citoquinas similares a las producidas por los linfocitos Th1, sobre todo interferon gamma
(INFy) y factor de necrosis tumoral (TNF). Los marcadores tipicos de la membrana de las NKs son el
CD56, CD16 y el CD94. Se encuentran en 6rganos linfoides secundarios, sangre y 6rganos periféricos.
Las células NK convencionales maduran en la médula 6sea, pero también hay otra variedad que se

desarrolla en el timo y que requiere de factores de crecimiento distintos.

Linfocitos innatos intraepiteliales (ieILC1). Este tipo de linfocitos destaca por su gran

similitud a las células NK, ya que pueden producir citoquinas de tipo Th1 y también ser citotoxicos. Se



caracterizan por la expresion de CD103 sobre su superficie y solamente se han encontrado en mucosas

y tejido inflamado (Simoni et al., 2017).

Linfocitos innatos tipo 1 (ILC1). Estos linfocitos se diferencian de las células NK por la
ausencia de citotoxicidad. Ademas, no presentan los marcadores asociados a células NK. Las ILC1 se
han encontrado en sangre, amigdalas y tejido intestinal inflamado. Este grupo de células genera
controversia, ya que algunos estudios no han podido determinar con exactitud la poblacion utilizando
citometria de flujo masiva (Newell & Cheng, 2016). Ademas, otras publicaciones han informado de la
presencia de marcadores tipicos para células T (CD3, CD4, CDS8), que pueden representar la

heterogeneidad de linfocitos innatos tipo 1 (Roan et al., 2016).

2.3.2. Células linfoides innatas de tipo 2

Este grupo de linfocitos innatos esta formado por un solo tipo celular, las ILC2, que se
caracterizan por la produccion de citoquinas de tipo 2, como la IL-5 y la IL-13. Sin embargo, se ha
comprobado que las ILC2 humanas también pueden producir otro tipo de interleucinas en respuesta a
IL-25, IL-33 o IL-18. Por ejemplo, la producciéon de IL-9 por parte de las ILC2 provoca, entre otros
fenomenos, la proliferacion de linfocitos T y el cambio de isotipo a IgE en linfocitos B, lo que esta
estrechamente relacionado con las reacciones de hipersensibilidad de tipo I (alérgica), como se ha
explicado anteriormente. Este tipo celular se encuentra principalmente en los nodulos linfaticos
mesentéricos, bazo, higado intestino, vias aéreas y placas de Peyer. También han sido encontrados en
sangre periférica. Presentan receptores de quimiocinas y marcadores caracteristicos en su membrana,

como el CRTH2 (Simoni et al., 2017).

2.3.3. Células linfoides innatas de tipo 3

Este grupo se encuentra dividido en dos subtipos celulares:

Linfocitos innatos tipo 3 (ILC3). Se trata de un subtipo poblacional que expresan el receptor
NKp46 activador de células NK (NCR) pero que no presenta actividad citotoxica como las células NK.
Produce IL-22 pero no expresa IFNy ni TNF. Se encuentran mayormente en la mucosa del tracto

intestinal, mediando en el balance entre la microbiota simbiotica y el sistema inmunitario intestinal.

Células inductoras del tejido linfoide (LTi). Este subtipo participa durante la embriogénesis
en el desarrollo de los nodulos linfaticos y las placas de Peyer, ademas de ser reguladoras de la

arquitectura del tejido linfatico después del nacimiento.



2.4. Relacion madre-hijo en el desarrollo del sistema inmunitario fetal y neonatal

Actualmente, los estudios de nutricion materno-fetal plantean la posible relacion entre la
microbiota materna, regulada por la dieta, y sus implicaciones en la maduracion del sistema inmunitario
fetal y del neonato. De esta forma, persiguen establecer una relacion entre los habitos alimenticios de la
madre durante el embarazo y la predisposicion que el nifio pueda tener a desarrollar algin tipo de alergia
o trastorno inmunitario, a través de la instruccion del sistema inmunitario dirigida por la microbiota en

el intestino materno.

Numerosos ejemplos corroboran que el sistema inmunitario del feto se encuentra afectado por
la nutricion materna, tanto de forma directa como indirecta. De un modo directo, la limitacién en la
ingesta de macronutrientes y micronutrientes esta ligada a una disminucion del desarrollo leucocitario
del feto. El paso de inmunoglobulinas a través de la placenta también se encuentra afectado debido a la
inmunosupresion materna consecuencia de la mala alimentacion, resultado del déficit de vitamina A o
retinol. Debido a que este compuesto resulta esencial para la diferenciacion del linaje de células B, su
ausencia origina falta de anticuerpos que protegen al feto en fases tempranas de su desarrollo frente a
patogenos (Chen et al., 2009). A su vez, el acido retinoico participa en el desarrollo de las células LTi,
implicadas en el desarrollo de los 6rganos linfoides secundarios, por lo que el tamafio y desarrollo de

estos 6rganos también podria verse mermado (Van de Pavert et al., 2014).

La malnutricién no solo tiene consecuencias en el feto, sino que la madre se encuentra mas
expuesta a la infeccidon por microorganismos patdgenos oportunistas, que pueden activar la via de estrés
hipotalamo-glandula pituitaria-eje adrenal, y que tiene como resultado la produccion de

glucocorticoides, que provocan inmunosupresion materna (Macpherson et al., 2017).

Durante un embarazo normal, el feto se encuentra protegido de los glucocorticoides maternos
gracias a la presencia de una enzima placentaria, la 11B-dehidroxilasa, que transforma estos
glucocorticoides en metabolitos inactivos. Durante un embarazo en el que la madre esta malnutrida, los
niveles de 11p-dehidroxilasa se reducen en la placenta y, por tanto, los glucocorticoides maternos
inactivaran la via de sintesis fetal de glucocorticoides. Como consecuencia, el nifilo muestra niveles
reducidos de proliferacion linfocitaria y también de actividad NK. Asimismo, el recién nacido muestra
niveles mas elevados de respuestas al estrés que podrian mantener durante toda su vida (Palmer, 2011).
Sin embargo, se ha comprobado que el suministro de lipopolisacarido para mimetizar una infeccion
bacteriana u oligodesoxinucledtidos para mimetizar una infeccion viral tiene efectos mayores sobre la

inmunidad del recién nacido que el aporte de glucocorticoides materno (Kearney et al., 2015).



Curiosamente, el desarrollo del sistema inmunitario del nifio durante las fases finales del
embarazo parece estar modelado por los microorganismos maternos de una forma mas que directa. Se
ha demostrado que, durante las fases finales del embarazo y poco después del nacimiento, la microbiota
materna sufre un aumento en ntimero, lo que produce como consecuencia el paso de un pequefio nimero
de microorganismos a la circulacion sistémica materna y, por ello, llegan a la placenta y a la leche
materna. Hay evidencias de que estos microorganismos tienen su papel en la colonizacion temprana del

nifio, y probablemente esté relacionado con el desarrollo inmunitario fetal (Aagaard et al., 2014).

Después del parto comienza la exposicion del recién nacido a una infinidad de posibles
alérgenos que condicionan la futura respuesta a los mismos. Por ello, la sensibilizacion a alérgenos
ocurre mayormente durante la infancia. En el neonato se ha observado una tendencia a la polarizacion
hacia la respuesta inmunitaria de tipo 2 que, en un principio, se pensaba que era una tendencia remanente
de la polarizacion necesaria para que se produjera la tolerancia fetal y el correcto funcionamiento de la
placenta. Sin embargo, se ha visto en ratones que esta polarizacion esta relacionada con procesos
organogenéticos en pulmones: se observa un aumento en la produccion de 1L-33 relacionado con la
primera inspiracion y se mantiene durante el desarrollo de los alveolos, que en humanos puede durar
hasta los tres primeros afios de vida (Saluzzo et al., 2017). Durante las dos primeras semanas de
desarrollo, la microbiota aérea aumenta de forma que los representantes de los phyla
Gammaproteobacteria y Firmicutes, inicialmente predominantes, son desbancados por el phyla
Bacteroidetes. Este cambio en la microbiota se asocia con la aparicion de las células Treg en los epitelios
bronquiales, por lo que este cambio en la microbiota es necesario para que se pongan en contacto con el
mayor numero de antigenos posible antes de que se cierre la ventana de maduracion de los linfocitos

Th2 en la infancia y se genere tolerancia (Gollwitzer et al., 2014).

Ademas, la maduracion del sistema inmune del recién nacido depende en gran medida del
periodo de lactancia que sirve como via de transmision de anticuerpos y microorganismos maternos,
aparte de los nutrientes. No obstante, el sistema inmunitario del recién nacido se encuentra condicionado
por los contactos que se han producido con la microbiota materna y los anticuerpos que se transfieren
de la madre al hijo a través de la placenta durante el periodo de gestacion (Macpherson et al., 2017). De
esta forma, la nutricion de la madre y sus habitos, que influyen en la composicion de la microbiota,
también podrian influir indirectamente sobre la maduracion del sistema inmune del hijo, lo que a su vez
podria estar relacionado con el desarrollo de enfermedades durante la edad adulta, como ya hemos

comentado.



3. Justificacion del trabajo

Tal como se explico anteriormente, a las células linfoides innatas se les esta atribuyendo un
papel inmunomodulador importante en el desarrollo de las respuestas inmunitarias, tanto frente a
microorganismos (NK, ILC1 e ILC3) como frente a alérgenos (ILC2). El desarrollo de estas células por
tanto también se vera influido por factores maternos y/o por la colonizacién microbiana temprana del
nifio durante el desarrollo inmunitario fetal; sin embargo, este aspecto no se ha estudiado todavia.
Basado en la hipotesis anterior, el presente trabajo se centra en el estudio de las distintas poblaciones
linfocitarias innatas y de células NK de muestras de sangre de cordon umbilical de recién nacidos de la

Region de Murcia.

La caracterizacion de las poblaciones de linfocitos innatos y células NK en el momento del
nacimiento, el establecimiento de los diferentes perfiles poblacionales en una muestra representativa de
individuos, su correlacion con los habitos nutricionales maternos durante el embarazo y el perfil
microbiologico del par madre/hijo podran determinar si existe relacion entre ellos y con posibles
fendmenos alérgicos durante la etapa infantil, para asi ayudar a mejorar la salud materno-infantil. Este
estudio se enmarca dentro del Proyecto NELA (Nutrition in Early Life and Asthma) sobre la salud
respiratoria e inmunitaria de los nifios de la Region. El proyecto NELA es un estudio de investigacion
epidemiologica financiado por el Instituto Carlos III de Madrid y coordinado por el Grupo de
Investigacion de Enfermedades Respiratorias Infantiles del Instituto Murciano de Investigacion

Biosanitaria Virgen de la Arrixaca (IMIB).

4. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo ha sido la caracterizacion de poblaciones linfocitarias
innatas de muestras de sangre venosa de cordon umbilical de los recién nacidos sanos dentro de la
cohorte NELA. Para ello, se analizaron muestras de sangre de cordon umbilical de 57 sujetos escogidos
aleatoriamente y se analizd, mediante citometria de flujo:

a) Porcentaje y valores absolutos de células NK de acuerdo con la expresion de los marcadores
CD3,CD16 y CD56, obteniendo ademas la proporcion de células NK activadas determinada
por la expresion del marcador CD45RO.

b) Porcentaje y valores absolutos de células linfoides innatas de acuerdo con la expresion de

marcadores establecidos por Trabanelli et al. (2018) y Mjosberg & Spits (2016) (tabla 1).
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5. Materiales y métodos

5.1. Obtencion de sangre venosa de cordon umbilical

Un total de 57 muestras de sangre venosa fueron extraidas por matronas especializadas del
Hospital General Universitario Virgen de la Arrixaca (HUV A) en el momento inmediatamente posterior
al parto. Las muestras de sangre fueron depositadas en un tubo con EDTA, enviadas al Laboratorio de
Urgencias del HUVA para la realizacion de pruebas hematométricas y almacenadas a temperatura
ambiente hasta el tratamiento para determinar las poblaciones linfocitarias por citometria. Se analizaron
dentro de las primeras 36 horas desde la extraccion. Todas las muestras fueron extraidas bajo
consentimiento informado de los padres de acuerdo con el protocolo aprobado por el comité ético del

HUVA.

5.2. Determinacion de poblaciones linfocitarias por citometria de flujo

La citometria de flujo nos permite estudiar poblaciones celulares segin sus marcadores de
membrana gracias al uso de anticuerpos conjugados con fluorocromos que reconocen estas moléculas
especificas de membrana. Este procedimiento se llevd a cabo en tres pasos esenciales: marcaje de

linfocitos, adquisicion de datos por el citdmetro de flujo y analisis de los datos obtenidos.

5.2.1. Marcaje de linfocitos.

Para el marcaje de los linfocitos innatos se utilizaron los marcadores fenotipicos de cada una de
las poblaciones que se encuentran en la bibliografia mas reciente disponible (Mjosberg & Spits, 2016;

Trabanelli et al., 2017).

En la tabla 2 se muestra el esquema empleado para el marcaje de cada una de las muestras,
donde se especifica cada uno de los anticuerpos empleados que reconocen las moléculas especificas de
la superficie de los linfocitos y el fluorocromo con el que van conjugados. De cada una de las muestras
de sangre se tomaron alicuotas de 50 uL para cada uno de los marcajes en los que se estudia el tipo

celular concreto de NKs o ILCs. Dicho marcaje se especifica en las tablas 2 y 3.
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Tabla 2. Anticuerpos empleados para el marcaje de moléculas de superficie de los linfocitos y cantidades
empleadas.

Especificidad Casa comercial Clon Fluorocromo Volumen de anticuerpo

afnadido (uL)
CD16 BioLegend® 3G8 PE 0,5
CD4 BioLegend® PE/Cy7 PE/Cy7 1,5
CD8 BioLegend® SKT PerCP/Cy5.5 1,5
CD45RO eBioscience® UCHLI1 APC 2,5
CD56 BioLegend® HCDS56 FITC 2,5
CD161 BioLegend® HP-3G10 APC 2,5
CD3 BioLegend® SK7 APC/Cy7 1,5
NKp46 BioLegend® 9E2 PE/Cy7 2,5
CRTH2 BioLegend® BMI16 PerCP/Cy5.5 2,5
ST2 MBL® 2A5 PE 4
Tabla 3. Marcaje empleado para cada uno de los tipos celulares analizados.
Marcaje FITC PE PerCP-Cy5 PE-Cy7 APC APC-Cy7
NKs CD56 CDl16 CD8 CD4 CD45R0 CD3
ILCs CD56 ST2 CRTH2 NKp46 CD161 CD3

Tras afiadir los anticuerpos marcados, las muestras se agitaron e incubaron 15 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad para permitir la unién antigeno-anticuerpo. A continuacion, tras
someter las muestras a agitacion en el vortex, se le afiadid el preparado para hemolisis comercial de
Becton, Dickinson and Company® (1,7 mL) para lisar los hematies y fijar los leucocitos. Después, se
incubod en oscuridad durante 5 minutos. Las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 1400 rpm
con el objetivo de separar los globulos blancos de los restos celulares resultado de la hemolisis que
quedaron en suspension. Se decantd y se afiadio solucion PBS (1,7 mL) para lavar los restos celulares y
de anticuerpos que podrian quedar en suspension. Tras su centrifugacion y decantacion, se le anadio 250

uL de PBS y la muestra ya quedé preparada para la adquisicion de datos en el citdmetro de flujo.

5.2.2. Adquisicion de datos por citometria de flujo.

Las muestras marcadas fueron adquiridas en el citdmetro BD FACSCanto® de seis
fluorescencias del Servicio de Apoyo a la Investigacion (edificio LAIB, El Palmar, Murcia) y los datos
recogidos en el software asociado, BD FACSDiva®. Se adquiri6 un minimo de 75000 células
linfocitarias por marcaje. Para el analisis de las células adquiridas en el citometro se emple6 el software
gratuito de analisis Flowing Software® version 2.5.1 disponible en

http://flowingsoftware.btk.fi/download.php.
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5.2.3. Analisis de células NK

El grupo de células NK se define clasicamente por la expresion de los marcadores CD16 y
CD56, ademas de la ausencia de expresion de CD3. Las células NK pueden variar en la expresion de su
marcador CD56, dividiéndose en CD56”%" (brillantes, mas fluorescentes) o CD56%™ (débil, menos
fluorescentes). La division de bright y dim se mantiene para el marcador CD16, llegando incluso a estar
ausente en una pequefia proporcion de casos. Estas combinaciones generan cinco tipos de poblaciones
de NK distintas en sangre periférica de adulto normal: CD56" CD16- ; CD56! % CD16%™,
CD56%m CD16-; CD56% CD16"y CD56- CD16%%" (Poli et al. 2009).

En nuestro analisis de datos se emple6 como marcador positivo principal para NKs el CD16,
por lo que el andlisis de las poblaciones se redujo a aquellas con fenotipo CD16", a partir del cual se
seleccionaron las poblaciones de células NK CD56”%" y CD56%™ de forma diferenciada. La poblacion
de CD56, al ser tedricamente muy reducida, no se consider6 para el estudio. A su vez, se caracterizo el
porcentaje de NKs CD16" CD56" que se encontraban activadas, a través del marcador de activacion

linfocitaria CD45RO.

En primer lugar, los eventos celulares fueron representados en una grafica de densidad de puntos
en funcion de su tamafio (FSC) y su granularidad (SSC), donde se reconocen tres poblaciones principales
de leucocitos sanguineos: granulocitos, monocitos y linfocitos, estos ultimos seleccionados en la region

R-1 (figura 2A).

Con el objetivo de excluir a los linfocitos T y a los linfocitos B de nuestro analisis, enfrentamos
el marcador para CD16 (caracteristico de células NK) contra CD3 (marcador de linaje de linfocitos T).
De esta forma, los linfocitos B quedaron en el cuadrante doble negativo y los linfocitos T quedaron en

el cuadrante positivo para CD3 (figura 2C).

Debido a la cercania de las regiones de linfocitos y monocitos, es conveniente realizar la
comprobacion de que el nimero de monocitos seleccionados accidentalmente en la region R-1 es
minimo. Para ello, se cred un grafico de puntos con los marcadores CD4 y CD3. Sabiendo que los
monocitos expresan en su membrana el marcador CD4, pero no el CD3, se comprob6 que la region
quedo libre de estas células al observar pocos eventos celulares positivos exclusivamente para CD4

(figura 2B).

Por otro lado, las células NK CDI16" fueron analizadas en relacion con la expresion de su
marcador de superficie CD56, obteniendo dos subpoblaciones con caracteristicas distintas: CD56"" y

CD56“™, Para diferenciarlas, seleccionamos dentro de la regiéon CD56" CD3" (R-6) la poblacién de
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células mas brillante, que serian las CD56”". Por lo tanto, el resto de CD56" se clasificaria dentro de

las CD56%™ (figura 2D).

Con el objetivo de cuantificar las células NK que se encontraban activadas se tomaron las células

CD16" CD56" y se enfrentaron con el anticuerpo anti-CD45RO (figura 2F).

CD45R0+

Linfocitos

Figura 1. Esquema empleado para el andlisis de las diferentes subpoblaciones de células NKs. Los cuadros blancos con
la denominacion “R+nimero” representan la region seleccionada en el andlisis (figura 2).
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Figura 2. Anadlisis de células NK. La figura A representa una grdfica de densidad de datos que expone la
distribucion celular de la muestra en funcion de su tamario (FSC) y su granularidad (SSC). La region seleccionada
R-1 se corresponde con el area ocupada por los linfocitos. La figura B representa los eventos incluidos en la
region R-1y se enfrentan al marcador CD4, caracteristico de monocitos, y al marcador para CD3, exclusivo de
linfocitos T, para asegurar la correcta seleccion de linfocitos en la region R-1 inicial, excluyendo a los monocitos
(CD3 CD4*). La figura C muestra la seleccion de las células NK representando los eventos celulares de R-1
frente a CD16 y CD3, que se corresponden con la region R-2. La figura D muestra el enfrentamiento de los
eventos recogidos en la region R-2 con el marcador CD56 de células NK. Los eventos positivos quedaron
recogidos en la region R-6, dentro del cual se establecio otra region (R-7) para la seleccion de las células
CD56"" La figura F representa el enfrentamiento de las células dentro de la region R-6 con el marcador
CD45RO de activacion linfocitaria.
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5.2.4. Analisis de células linfoides innatas

Las tres poblaciones linfocitarias fueron analizadas segin los marcadores fenotipicos descritos
en la bibliografia disponible (Trabanelli et al., 2017). Inicialmente, responden al siguiente esquema
fenotipico:

ILC1: CD3, CD56°, CD161", NKp46, CRTH2", ST2".
ILC2: CD3", CD56, CD161", NKp46, CRTH2", ST2".
ILC3: CD3", CD56,, CD161", NKp46', CRTH2", ST2".

5.2.4.1. Analisis de ILC2

Para el analisis de células ILC2 se emplearon los marcadores CRTH2 y ST2, que son
marcadores diferenciadores de esta poblacion de ILC (Trabanelli et al., 2017). Junto con el resto de las

poblaciones de ILC, las ILC2 también presentan CD161 en su superficie.

El analisis comenzod con la seleccion de la region de linfocitos en R-1 seglin su tamafio y su
granularidad (figura 4A). Para excluir del analisis a los linfocitos T y las células NK, se excluyeron los
eventos CD56"y CD3" del analisis a través de la seleccion doble negativa para esos marcadores de su

correspondiente nube de puntos (R-2, figura 4B).

Para obtener las células CRTH2", se seleccionaron los eventos positivos para este marcador en
una nube de puntos, que se enfrentd con el marcador para NKp46 (figura 4C). Tomando como punto de
partida la region con células CRTH2" (R-4), se determinaron las subpoblaciones CD161" (figura 4D),
ST2" (figura 4E) y NKp46 " (figura 4F).
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Figura 3. Esquema empleado para el reconocimiento y cuantificacion de las células linfoides innatas de tipo 2.
Los cuadros blancos con la denominacion “R+niimero” representan la region seleccionada en el andlisis (figura 4).
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Figura 4. Analisis de linfocitos innatos de tipo 2. La figura A representa una grdfica de densidad de datos que
expone la distribucion celular de la muestra en funcion de su tamario (FSC) y su granularidad (SSC). La region
seleccionada (R-1) se corresponde con el area ocupada por los linfocitos. La figura B refleja los eventos incluidos
en la region R-1y se enfrentan al marcador CD56, caracteristico de células NK, y al marcador CD3, exclusivo
de linfocitos T. La seleccion doble negativa para estos marcadores queda reflejada en la region R-2. La figura C
muestra los eventos recogidos en la region R-2, que se enfrentaron al marcador para ILC2s, CRTH2, y a NKp46.
Las células positivas para CRTH2 quedaron dentro de la region R-4 y las positivas para CRTH2 y NKp46, en la
region R-5. La figura D muestra el enfrentamiento de las células dentro de la region R-4 con los marcadores
CDI161 y CRTH?2. Los positivos para CD161 quedaron recogidos en la region R-9. La figura E muestra otro
marcador especifico para ILC2s, ST2, frente a CRTH?2. La figura F muestra los eventos celulares positivos para
CRTH? frente a los marcadores CD161 y NKp46.
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5.2.4.2. Andlisis de ILC1 e ILC3

Tras la seleccion de la region de linfocitos segtn su tamano y granularidad (R-1, figura 6A), se
excluyo a las células T de nuestro analisis enfrentando el marcador para CD56 (negativo para células T)
frente al marcador de linaje de células T (CD3). Asi, se seleccionaron los dos cuadrantes izquierdos,

donde tendremos una combinacion de células NK, células B e ILCs (R-2, figura 6B).

Las células B seran excluidas del analisis debido a que no expresan el marcador CD161 ni el
CD56 en su membrana, de manera que, enfrentando estos dos marcadores, las células B quedarian en el
cuadrante doble negativo (figura 6C). De la misma forma excluimos las células NK gracias a su
marcador de membrana, el CD56, ausente en células linfoides innatas (R-7, figura 6C). Los eventos

positivos para CD161 y negativos para CD56 englobaran a las ILC1 e ILC3 (R-4, figura 6C).

Para discernir entre ILC1 e ILC3, el marcador NKp46 se enfrento al CD161 y se seleccionaron
las nubes positivas para NKp46, considerandolas ILC3; y las negativas para NKp46, considerandolas

ILC1 (figura 6D).
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Figura 5. Esquema empleado para el andlisis de las células linfoides innatas de tipo 1y 3. Los cuadros blancos con
la denominacion “R-+niimero” representan la region seleccionada en el andlisis (figura 6).
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Figura 6. Anadlisis de linfocitos innatos de tipo 1y 3. La figura A representa una grdfica de densidad de datos
que expone la distribucion celular de la muestra en funcion de su tamario (FSC) y su granularidad (SSC). La figura
B muestra la expresion de los marcadores CD56 y CD3 en los linfocitos de la muestra, seleccionados en R-1. La
seleccion negativa para CD3 y positiva para CD56 quedo reflejada en la region R-2. La figura C muestra los
eventos incluidos en la region R-2 que se enfrentaron a los marcadores CD161y CD56. Para la deteccion de ILC1
e ILC3 se selecciono positivamente el cuadrante positivo para CDI161, pero negativo para CD56. La figura D
representa la poblacion positiva para CD161 de la figura C que se enfirento al marcador NKp46. Los positivos
para este marcador fueron considerados ILC3, mientras que los negativos fueron considerados ILCI.

5.3. Determinacion de linfocitos totales en sangre

La determinacion del valor absoluto de linfocitos en sangre se llevd a cabo tomando los datos
del recuento total de leucocitos de cordon umbilical a partir del analisis hematométrico realizado en el

Laboratorio de Analisis Clinicos del HUVA.

5.4. Analisis estadistico de los datos

Todos los datos fueron recogidos en tablas y procesados a través del software Microsoft Excel®
2016. Para el analisis estadistico y la elaboracion de las graficas se empled el software de procesamiento

de datos GraphPad Prism 7®.
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6. Resultados y discusion

6.1. Subpoblaciones de células NK y expresion de CD56

Los marcadores CD16 y CD56 fueron empleados para la determinacion de las subpoblaciones
CD16" CD56 y CD16" CD56" de células NK. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4 donde
se observa que, contrario a lo esperado, el porcentaje y el recuento absoluto de células NK CD3" CD16"
era bastante alto (13,04 + 6,44 % y 2,22 + 1,46 células/uL) con respecto al porcentaje y recuento de
células CD3°CD16" CD56" (1,40 £2,16 % y 1,01£ 0,53 células/uL, respectivamente). Tipicamente, el
valor de células CD3'CD16" y CD3" CD16" CD56" es similar, ya que se conoce que el 90% de células
NK en sangre periférica de adulto se describen como CD3™ CD16”%" CD56" (Poli et al., 2009).
Nuestros valores, comparados con los obtenidos en la bibliografia para las mismas poblaciones
(Yabuhara et al., 1990; Beck & Lam-Po-Tang, 1994), parecen indicar que la expresion de CD56 esta
bastante reducida en nuestras muestras o bien que no se pudo detectar debido al anticuerpo utilizado
para su deteccion. Para comprobar esta ultima opcion se realizd un marcaje de dos muestras con un
nuevo anticuerpo anti-CD56 conjugado con PE y se compar6 con el marcaje de anti-CD56-FITC que
era bajo en ambos casos. Los resultados de ambos marcajes fueron similares (datos no mostrados),

indicando que la expresion de CD56 en estas muestras de cordon umbilical es bastante débil.

Tabla 4. Distribucion y cuantificacion de células NK a partir de los marcadores CD3, CD16 y CD56. Los valores
normales de cordon para los linfocitos CD3~ CDI16" fueron extraidos de Yabuhara et al., 1990. Los valores
normales de cordon para los linfocitos CD3 CD16" CD56" fueron extraidos de Beck & Lam-Po-Tang, 1994.

Valores absolutos Valores absolutos

Fenotipo t;?(lizge(so/ e Valort(zfyn)o: males obtenidos (x10° normales (x10°
? ¢ células / pL) * células / pL)*
CD3 CD16" 13,04+6,47 13,8143 2,22+1.,46 0,71+0,32
- +
PRI La0+2.16 9,144,3 0,23+0,36 0,480,2

*Se representa la media de los valores * la desviacion tipica.

Para estudiar con mas detalle estas subpoblaciones se analizé la distribucion de los valores
obtenidos para la poblacion CD3” CD16", observandose los valores medianos de 12,43% del total de
linfocitos y 631 células/uL; y un rango intercuartilico (25 — 75% de la distribucion) de 8,35 —17,16% y
399 — 1086 células/pL, respectivamente. Para la poblacion CD3"CD16" CD56" se obtuvieron los valores
medianos 0,64% del total de linfocitos y 31 células/uL. El rango intercuartilico obtenido fue de 0,27 —
1,50% para las cantidades relativas y 13 — 78 células/uL (figura 7A y 7B). Dentro de la poblacién CD3"
CD16" CD56" se observaron dos grupos de muestras (figura 7C): una con alta expresion de CD56
(aproximadamente el 25% de las muestras, figuras 7C y 7E); y el segundo, con baja expresion de CD56

(el 75% de las muestras, figuras 7C y 7D).
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Figura 7. Diferencias en el marcaje de linfocitos CD3 CD16". En la figura A se observan las diferencias en el
porcentaje de células NK segun cada subpoblacion. La linea transversal central de cada nube de puntos
representa el valor de la mediana y las lineas adyacentes el rango intercuartilico entre el primer cuartil (25%) y
el ultimo cuartil (75%). En la figura B se muestra el numero de células absolutas obtenido segun cada
subpoblacion. En la figura C se puede observar de forma ampliada la distribucion de células absolutas en
cuartiles de la supoblacién CD3™ CD16* CD56". En las figuras D y E se muestra la diferencia en la expresion
de CD56 en grdficas de nube de puntos indicando los porcentajes de células positivas obtenidas en cada caso
respecto del total de linfocitos. La figura D representa el marcaje de una muestra representativa con un valor
muy bajo de CD56. La figura E representa el marcaje de una muestra representativa con un valor alto de CD56.

Todos estos resultados nos indican que, aproximadamente, el 75% de los recién nacidos de la
cohorte NELA presentan una expresion bastante débil o incluso nula de CD56 en sus células NK. En la
revision de Cichocki et al. (2014) se pone de manifiesto el orden secuencial de maduracion de las células
NK, provenientes del progenitor linfoide comtin, que expresan primeramente CD56 de forma brillante
(CD56"¢") y tras su estimulacion, disminuyen su expresion a CD56“" para, a continuacion, expresar el
marcador CD16 en su membrana. De acuerdo con estos datos es posible especular que un 25% de los
recién nacidos dentro de NELA poseen células NK que se encuentran en un estado de maduracion menos

avanzado, es decir, células NK CD16" con expresion de CD56 alta.

Ademas de estos marcadores, se empleo el anticuerpo anti-CD45RO para detectar las posibles
células NK que se pudieran encontrar activadas y se estudié en células CD3" CD16" CD56". El 33% de
las muestras analizadas presentaban células NK activadas (CD3" CD16" CD56" CD45RO"), con unos
valores medianos de 2,86% del total de células CD3" CD16" CD56" y 2 células/uL, en un rango

intercuartilico de 0,81 — 10,04% y 1 — 6 células/uL, respectivamente (datos no mostrados). La expresion
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de CD45RO en células NK podria ser explicada por la predeteccion de citoquinas o por la deteccion de

antigenos por parte de estas células antes del nacimiento (Freeman et al., 2015).

6.2. Recuento de ILC1 e ILC3

Los marcadores CD56, CD161 y NKp46 fueron empleados para la determinacion de
poblaciones de linfocitos innatos de tipo 1 (CD161" CD56" NKp46) y de tipo 3 (CD161" CD56
NKp46"). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5 donde se observa para ILC1 unos valores
medianos de 7,10% del total de linfocitos y 293 células/uL, con un rango intercuartilico de 1,56 — 11,64
% y 43 — 544 células/uL, respectivamente. De igual forma, para células linfoides innatas de tipo 3 (tabla
5) se obtuvieron unos valores medianos de 3,77% del total de linfocitos y 208 células/puL y un rango
intercuartilico de 2,18 — 5,82 % y 102 — 579 células/uL respectivamente. No se encontraron los valores
normales de ILC1 e ILC3 en sangre periférica de cordon ni de adulto en la bibliografia, por lo que no

los pudimos comparar nuestros datos con datos de referencia.

Como hemos comprobado anteriormente, la determinacion del total de las células NK viene
determinada por la expresion del marcador CD56 que resulté ser muy baja o nula en nuestra muestra.
Esto implica que los valores de ILC1 e ILC3, definidos por ser CD56", estaran influidos por la presencia

de células NK que no expresen el marcador CD56.

6.3. Recuento de ILC2

Los marcadores CD56, CRTH2 y ST2 fueron empleados para la determinacion de poblaciones
de linfocitos innatos de tipo 2 (CD56° CRTH2" ST2"). De esta forma pudimos obtener el recuento de
células absolutas y porcentaje de fenotipo CD3" CD56" CRTH2' que se corresponde con las células
linfoides innatas de tipo 2. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5 donde se observan los
resultados del marcaje de células innatas de tipo 2 con unos valores medianos de 0,44% del total de
linfocitos y 26 células/ul, con un rango intercuartilico de 0,22 — 0,86 % y 10 — 44 células/uL
respectivamente. Por otro lado, solamente el 54,39% de las muestras co-expresaron los marcadores
CRTH2 y ST2 en una proporcién muy baja respecto al total de células CD3™ CD56° CRTH2"
(7,45+19,86 % del total de células CD3" CD56° CRTH2"). En este caso tampoco se pudo comparar los

datos obtenidos con otros valores de referencia, ya que no han sido publicados por otros investigadores.
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Tabla 5. Distribucion y cuantificacion de células linfocitarias ILC en sangre de cordon umbilical.

Frecuencia (%) Valores absolutos (células/uL)
Fenotipo Rango (25% — 75% de Rango (25% — 75% de
Mediana Mediana
la distribucion) la distribucion)
ILC1 (CD3 CD161"
7,10 1,56 — 11,64 293 43 — 544
CD56" NKp46)
ILC2 (CD3 CD56
0,44 0,22 — 0,82 26 10— 44
CRTH2")
ILC3 (CD3 CD161"
3,77 2,18 -5,82 208 102 - 579

CD56  NKp46")

Para una mejor caracterizacion de las células CD3" CRTH2', se analizaron las poblaciones para
el resto de los marcadores empleados que, de acuerdo con la bibliografia, no se expresan sobre la
superficie de estos linfocitos (Mjosberg & Spits, 2016), tal como se expone en la tabla 6. Del total de
células CD3" CRTH2", obtuvimos los siguientes valores (media + s.d., n=57): el 12,55 + 15,59 % se
defini6 como CD161" NKp46', el 6,24 + 7,94 % como CD161" NKp46', y el 8,38 + 13,98 % como
CD161" NKp46".

Tabla 6. Frecuencia de subpoblaciones celulares dentro del fenotipo ILC2 CD3- CRTH?2*.

Fenotipo Frecuencia (%) (media + s.d.)
CD3 CRTH2" Total (100)
CD3  CRTH2"

12,55 £ 15,59
CD161 NKp46*
CD3  CRTH2"
6,24 + 7,94
CD161" NKp46
CD3  CRTH2"
8,38 £ 13,98
CD161" NKp46"

De estos resultados también extraemos que la expresion del marcador ST2 en células CRTH2
fue muy baja. Si bien se ha considerado la expresion de este marcador especifico de ILC2, en Mjosberg
& Spits (2016) se pone de manifiesto que dicha expresion a nivel de membrana es muy baja, pero a
nivel citoplasmatico se encuentran elevadas cantidades de ARN mensajero codificante de dicha
proteina. Por lo tanto, especulamos que este pudo ser el motivo por el que no detectaramos sefial positiva
intensa para este marcador. Las poblaciones obtenidas a partir de los marcadores CRTH2, CD161 y

NKp46 tuvieron una representacion muy baja y no se encontraron publicaciones relacionadas con ellas.
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Debido al bajo numero de células CD3" CRTH2" analizadas por cordon, habria que analizar un mayor
nimero de células y marcadores para confirmar la presencia de estas poblaciones y ayudar a

caracterizarlas.

6.4. Composicion global de ILCs en las muestras

A pesar de que la mayoria de las muestras presentaban una expresion muy baja de CD56, habia
un pequeiio porcentaje de ellas (n=11) que expresaban una cantidad elevada de este marcador en sus
células NK y, por tanto, fue posible determinar el nimero de células ILC con la seguridad de una menor
interferencia de las células NK. El 63,64% de estos cordones mostré una mayor proporcion de células
ILCI; el 9,09% mostré una mayor proporcion de células ILC2; y el 27,27% mostré una mayor
proporcion de células ILC3 (figura 8). Estos resultados sugieren una tendencia hacia las respuestas de

tipo 1 en muestras de cordon umbilical.

Estos resultados concuerdan con el estudio de citoquinas en neonatos de Halonen et al. (2009),
donde se detecta via inmunoensayo una mayor produccion de citoquinas tipo Thl en las muestras de
sangre de cordon umbilical. Sin embargo, las posibles implicaciones de una mayor proporcion de células
ILC2 o ILC3 en la muestra de sangre de corddn todavia son desconocidas. Se trata de un tema
controvertido, pues un estudio sobre cantidad de linfocitos ILC2 en adultos (Bartemes et al., 2014)
establecié una correlacion entre una elevacion en numero de linfocitos ILC2 en sangre periférica de
adultos y la sintomatologia asmatica de los pacientes. No obstante, otro estudio de caracter longitudinal
en sangre de cordon umbilical no encontré correlacion alguna entre la elevacion en ILC2 y el desarrollo

de asma durante la infancia (Borte et al. 2014).

= ILC1
B ILC2
1 ILC3

Total=100%

Figura 8. Composicion global de linfocitos innatos en las muestras de sangre de codon con alta expresion de
CD56. Se observa la tendencia a la predominancia de los ILC1 sobre el resto de poblaciones de linfocitos innatos
en la muestras.
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7. Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo se pueden dividir en dos partes: la primera, obtenidas
de la busqueda bibliografica previa a la elaboracidn y establecimiento del disefio experimental;

y la segunda, conclusiones extraidas tras el analisis de las muestras.

Respecto a la revision bibliografica, se ha detectado que:

1. Se han planteado varias hipdtesis que intentan explicar el incremento de los casos de
alergia en las ultimas décadas, todas ellas relacionadas con cambios en el modo de vida de la
poblacion.

2. El establecimiento de los mecanismos celulares responsables de la sintomatologia
alérgica es un tema controvertido, pues son varias las explicaciones propuestas basadas en el
balance linfocitario de los afectados.

3. El descubrimiento de las ILCs abre un nuevo campo para investigacion en
enfermedades inmunitarias y su deteccion precoz.

4. Actualmente, los estudios se estan enfocando hacia la determinacion de la variacion

en la composicion de ILCs humanas en la salud y la enfermedad.

Del analisis de las muestras hemos podido comprobar que:

1. En nuestra cohorte hemos obtenido dos grupos de muestras en funcion de la expresion
del marcador CD56 en las células NK, caracterizado por células con muy baja o nula expresion
de CD56 o bien con expresion de CD56, que podria estar relacionado con el nivel de
maduracion de estas células.

2. El analisis de las células linfoides innatas de tipo 1 y 3 podria estar sobrevalorado en
aquellos individuos con expresion muy baja o nula de CD56.

3. La expresion de ST2 apenas se detecta en los linfocitos innatos de tipo 2 a nivel de
membrana.

4. Se han detectado subpoblaciones de linfocitos innatos de tipo 2 no descritas
anteriormente que expresan los marcadores CD161 y/o NKp46.

5. Para caracterizar correctamente a las células linfoides innatas, se precisa del empleo
de otros marcadores de superficie mas especificos.

6. El balance linfocitario en nuestras muestras tendid hacia ILC1.
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7. Estudios posteriores podran dilucidar si existe correlacion entre la composicion inicial
de linfocitos innatos en sangre de cordon y fenomenos alérgicos y/o asmaticos que se produzcan

durante la infancia.
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9. Anexo: glosario de términos

A
Alérgeno: antigeno que desencadena hipersensibilidad inmediata. La mayoria de ellos son proteinas
ambientales frecuentes, productos animales y sustancias quimicas que pueden modificar proteinas
propias.
Anticuerpo: productos de secrecion de las células de la inmunidad adaptativa (linfocitos) que reconocen

antigenos.
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Antigeno: sustancias ajenas al organismo que suscitan respuestas inmunitarias especificas o son

reconocidas por linfocitos o anticuerpos.

C
Cambio de isotipo: cambio en la cadena pesada de las inmunoglobulinas que desemboca en la
produccién de anticuerpos diferentes a IgM por parte de los linfocitos B activados.
CD3: complejo de cinco tipos de cadenas polipeptidicas invariantes que se asocia al receptor de células
Ty que esta implicado en la transduccion de sefales.
CD4: glucoproteina monomérica en la superficie de linfocitos Th con cuatro dominios extracelulares
tipo inmunoglobulina, region transmembrana y cola citoplasmatica. Cumple funciones de adhesion y
cosenalizacion.
CD16: receptor de tipo inmunoglobulina que se encuentra en la superficie de las células NK y reconoce
los fragmentos cristalizables (Fc) de las inmunoglobulinas. Media en la fagocitosis y en la citotoxicidad.
CD45RO: isoforma de bajo peso molecular de CD45 (proteina muy glicosilada comin a todos los
leucocitos) que representa activacion.
CD94: lectina en la superficie de células NK que, junto a otro receptor, funciona como inhibidor para
el linfocito NK citolitico.
CD103: proteina dimérica de unioén a cadherinas que participa en el alojamiento del linfocito T en
mucosas.
CD117: proteina transmembrana con actividad tirosina quinasa presente en progenitores
hematopoyéticos, mastocitos y otros tipos celulares.
CD161: glicoproteina transmembrana de células NK y linfocitos innatos inhibidora de la funcion
citotoxica de las células NK.
Células B: células de la inmunidad adaptativa que median las respuestas humorales mediante la
produccién de anticuerpos.
Células dendriticas: células de la inmunidad innata encargadas de atrapar los antigenos microbianos
que penetran desde el medio externo, transportarlos hacia los 6rganos linfoides y presentarselos a
linfocitos T virgenes para desencadenar las respuestas inmunitarias.
Células linfoides innatas: poblaciones linfocitarias que producen una gran variedad de citoquinas
similares a los linfocitos Th, pero no presentan el marcador especifico de linaje de linfocitos T (CD3"
CD4).
Célula presentadora de antigenos: células encargadas de captar antigenos y exponerlos ante los
linfocitos Th para comenzar las respuestas inmunitarias adaptativas.
Citoquina: gran grupo de proteinas secretadas con estructuras y funciones diversas, que regulan y
coordinan muchas actividades de las células de las inmunidades innata y adaptativa.

CRTH2: receptor de prostaglandina que se expresa en la superficie de linfocitos innatos de tipo 2.
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EDTA: agente quelante de iones metalicos.

Eosinofilo: leucocito de tipo granulocito encargado de matar a parésitos.

Epitopo conformacional: porcion de una proteina cuyos aminoacidos reconocidos por anticuerpos no
se encuentran dispuestos de forma consecutiva.

Epitopo lineal: porcion de una proteina cuyos aminoacidos reconocidos por anticuerpos se encuentran

dispuestos de forma consecutiva.

F
Factor quimiotactico: factores quimicos que atraen células.
Fluorocromo: grupo funcional de una molécula que absorbe a una determinada longitud de onda y
emite a otra determinada longitud de onda.
Fraccion cristalizable: Gltimos dos o tres dominios de la cadena pesada de las inmunoglobulinas que

modulan la actividad inmunitaria a través de su unién a receptores.

G
Glucocorticoide: hormona de la familia de los corticosteroides que participa en el metabolismo de los

carbohidratos y tiene funcion inmunosupresora.

H
Histamina: mediador inflamatorio presente en los granulos de los mastocitos que al ser liberados

aumentan la permeabilidad vascular y estimula la contraccion de las células musculares lisas.

I
IFNy: citoquina producida por los linfocitos T CD4+ y NK que favorece la actividad fagocitica de los
macrofagos.
IgA: inmunoglobulina predominante en las mucosas y secreciones que actiia como barrera protectora
primaria frente a patdogenos.
IgE: inmunoglobulina implicada en la alergia y en la respuesta inmunitaria efectiva contra patdogenos
parasitos.
IgG4: tipo de inmunoglobulina G predominante en la sangre, liquido cefalorraquideo y peritoneal
producida como respuesta del organismo a virus, hongos y bacterias.
Interleucina: conjunto de citoquinas que actian como mediadores quimicos.
IL-4: interleucina producida por los linfocitos Th2 y los mastocitos que promueve el cambio de isotipo
a IgE en los linfocitos B y la diferenciacion y proliferacion de linfocitos Th2, entre otros efectos.
IL-5: interleucina producida por los linfocitos Th2 y linfocitos innatos de tipo 3 que induce proliferacion

de células B y produccion de anticuerpos de tipo IgA.
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IL-6: interleucina producida por linfocitos T, macrofagos y células endoteliales que promueve la
proliferacion de células B y la produccion de anticuerpos.

IL-9: interleucina producida por linfocitos T CD4" que tiene como diana celular a los mastocitos,
linfocitos B, linfocitos T y células tisulares.

IL-12: interleucina producida por macréfagos y células dendriticas que promueve la diferenciacion a
Th1 en linfocitos T y la sintesis de IFNy y el aumento de la actividad citotoxica en las células NK.
IL-13: interleucina producida por linfocitos Th2, NKT y células innatas de tipo 2 que promueve el
cambio de isotipo a IgE en células B y activan a macrofagos.

IL-18: interleucina producida por macréfagos, entre otros, en respuesta a lipopolisacarido bacteriano.
IL-23: interleucina producida por macréfagos y células dendriticas que favorece la diferenciacion de
linfocitos T a Th17.

IL-25: interleucina producida por macrofagos y células dendriticas que promueve la expresion de 1L-4,
IL-5 e IL-13 por parte de los linfocitos T.

IL-33: interleucina producida por células endoteliales, células musculares lisas, queratinocitos y
fibroblastos que promueve la diferenciacion de los linfocitos T a Th2 y activan a las células linfoides

innatas de tipo 2.

L
Leucotrieno: acidos grasos derivadas del acido araquidénico que participan en la inflamacion crénica
aumentando la permeabilidad vascular.
Linfocitos Th1: linfocitos T CD4" secretores de IL-2 e IFNy que estimulan funciones relacionadas con
citotoxicidad y reacciones inflamatorias locales.
Linfocitos Th2: linfocitos T CD4" secretores de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 que estimulan a las células B
para que proliferen y produzcan anticuerpos. Tienen un papel importante en las reacciones alérgicas y
en las respuestas frente a parasitos.
Linfocitos Th17: linfocitos T CD4" secretores de 1L-17 e IL-22. Estéan relacionados con enfermedades
inflamatorias.
Linfocitos Treg: linfocitos T CD4" supresores del sistema inmunitario que mantienen la homeostasis y
favorecen la tolerancia a autoantigenos.
Lipopolisacarido: componente de la membrana externa de las bacterias gramnegativas que presenta un

gran poder antigénico.

M
Mastocito: célula derivada de la médula 6sea presente en la piel y los epitelios mucosos que contiene
abundantes granulos citoplasmicos llenos de histamina y otros mediadores.

Monocito: globulo blanco agranulocitico que actiia como fagocito mononuclear circulante.
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N
NKp46: receptor activador de citotoxicidad que puede contribuir a la alta eficiencia de las células NK

cobre células tumorales.

P
Prostaglandina: sustancia de caracter lipidico que tiene un papel importante en la respuesta

inflamatoria alérgica.

R
Respuesta humoral: respuesta inmunitaria basada en la produccién de anticuerpos especializados

contra ciertos antigenos.

S
Sistema del complemento: componente fundamental de la respuesta inmunitaria innata que consta de
un conjunto de proteinas plasmaticas implicadas en diferentes cascadas bioquimicas que potencian la
fagocitosis, la inflamacién y dirigen la lisis celular.

ST2: receptor de interleucina-33 relacionado con el funcionamiento de los linfocitos Th.

T
TNF: proteina del grupo de las citoquinas liberadas por las células presentadoras de antigenos cuando

detectan sefiales de peligro.
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