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RESUMEN 
 
El sistema inmune de un recién nacido no es “defectuoso” o “inmaduro”, es más 

bien un sistema moldeado a las necesidades del nacimiento, producto del ambiente 

intrauterino en el cuál se desarrolló. Se caracteriza por ser inmunotolerante lo cual, 

en consecuencia, lo hace susceptible a infecciones generadas por virus y bacterias. 

El modo de nacimiento tiene influencia en el sistema inmune del bebé, ya que las 

condiciones fisiológicas que se experimentan en ambos modos de nacimiento, 

cesárea o parto, no son las mismas.  

El transcriptoma de linfocitos T CD4+ neonatales mostró una expresión diferencial 

entre las células de neonatos nacidos por cesárea y las células de neonatos nacidos 

por parto vaginal. Entre estas diferencias, se encontró que entre los genes que se 

encuentran sobreexpresados en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto 

vaginal, hay genes relacionados a la función inmune, mientras que entre los que se 

encuentran sobreexpresados en neonatos nacidos por cesárea, hay genes 

relacionados al ciclo celular, adhesión y motilidad celular. En este trabajo evaluamos 

la expresión de una selección de estos genes en condición basal y en presencia de 

un estimulo que simula el encuentro de la célula con un antígeno (anti-CD3/CD28). 

Se pudieron evaluar seis genes en  linfocitos T CD4+ de neonatos, en  tres muestras 

de neonatos nacidos por parto vaginal y tres nacidos por cesárea. Se observaron 

diferencias en la expresión de los genes ICAM1, CD40, RAPGEF6, KLF9, 

NOTCH2NLC y TNFRSF4, aunque por el número de muestras no se alcanzó en 

todos ellos significancia estadística. También se observaron cambios en la 

expresión de los genes en función de su estimulación, en algunos de ellos, se 

incrementó su expresión en ambos tipos celulares (CD40, TNFRSF4 y RAPGEF6) 

y en los genes ICAM1 y KLF9 sólo hubo un aumento en su expresión después de 

la estimulación en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal. Un 

hallazgo interesante fue que el gen NOTCH2NLC disminuyó su expresión en 

respuesta al estímulo en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea y parto. 

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el modo de nacimiento sí tiene un 

impacto en la expresión génica, tanto a nivel basal, como en respuesta a la 

estimulación.  



 

Introducción 

 

Sistema inmune 

 

El sistema inmune es un conjunto de componentes celulares y químicos que 

proporcionan las defensas necesarias para proteger al organismo de sustancias 

extrañas, tales como agentes infecciosos o células tumorales1. Esta protección es 

a través de la respuesta inmune, donde las células que conforman el sistema 

inmune responden de manera coordinada y colectiva a sustancias extrañas 

(infecciosas o no infecciosas) y productos de células propias dañadas o malignas 

(tumores). Sin embargo, en algunas patologías se desencadenan respuestas a 

células propias, estas respuestas son denominadas respuestas autoinmunes o a 

componentes no nocivos del ambiente, en respuestas alérgicas. La inmunología es 

la ciencia que estudia las respuestas inmunes en el marco de los eventos celulares 

y moleculares que ocurren en el organismo ante el encuentro de moléculas 

extrañas. 

 

El sistema inmune se divide esencialmente en 2 líneas de defensa: inmunidad 

innata e inmunidad adaptativa. La inmunidad innata es el primer mecanismo de 

defensa ante el primer encuentro con patógenos, donde rápidamente detecta y 

elimina una gran variedad de patógenos, a través de los patrones moleculares 

específicos de éstos. Sin embargo, el reconocimiento de estos patrones 

moleculares no es específico a un microorganismo, aunque se ha reportado una 

memoria epigenética de algunas células del sistema innato3, no hay células de 

memoria específicas. Entre los componentes moleculares del sistema inmune 

innato, están las opsoninas, como algunas lectinas, anticuerpos naturales y algunas 

moléculas de complemento. Entre los componentes celulares, se encuentran las 

células fagocíticas, las células NKs (natural killer), los granulocitos, así como las 

células cebadas, eosinófilos y basófilos, y las células dendríticas, que hacen el 

puente con la inmunidad adaptativa. Cabe mencionar que, la respuesta inmune 



innata se efectúa dentro de las primeras horas de la infección 2. En esta tesis, nos 

enfocamos a un tipo celular de la inmunidad adaptativa, por lo que describiré más 

ampliamente el sistema inmune adaptativo. 

 

Sistema Inmune adaptativo  

 

Cuando la inmunidad innata no logra erradicar una infección, entra en acción la 

inmunidad adaptativa, que se adapta a retos específicos y surge en la evolución a 

partir de vertebrados.  

La respuesta inmune adaptativa es específica y diversa, ya que puede reconocer 

un número muy diverso de antígenos (alrededor de 107 clonas diferentes).  De todo 

ese repertorio, se dividen únicamente las clonas que reconocen a un antígeno 

particular, mediante un proceso denominado selección clonal. Un antígeno 

introducido es reconocido específicamente por algunos linfocitos, activándolos y 

generando una respuesta inmunitaria2, 4. Otra característica importante de la 

respuesta adaptativa es la memoria, la cual se debe a que cada exposición de un 

antígeno genera linfocitos de memoria frente a este antígeno. Estos son capaces 

de reconocer a ese mismo antígeno en una segunda exposición, generando una 

respuesta más rápida y potente. 

Las células de la respuesta inmune adaptativa son los linfocitos. Las poblaciones 

de células inmunes se pueden dividir en subpoblaciones en base a sus funciones y 

de acuerdo con su estado de diferenciación, maduración y activación. La respuesta 

inmune adaptativa es mediada por dos poblaciones celulares principales: linfocitos 

T y linfocitos B.1 Por otro lado, la respuesta inmune adaptativa se divide en celular 

y humoral, dependiendo si son las células las que eliminan a los antígenos o son 

anticuerpos. Los linfocitos T coordinan el tipo de respuesta inmune y, en el caso de 

los linfocitos T CD8+, son los efectores de las respuestas celulares inmunitarias.  Se 

llaman linfocitos T porque maduran en el timo.  En cuanto a los linfocitos B, son los 

responsables de la secreción de anticuerpos, que maduran en la médula ósea.5 

Cabe mencionar que, en todas las respuestas adaptativas hay producción de 

anticuerpos y en la mayoría, la participación de los linfocitos T. 



Los linfocitos T, después de su maduración en el timo, salen a la circulación y se 

dirigen a los órganos linfáticos periféricos secundarios para su encuentro con el 

antígeno, presentado por las células dendríticas. Si las células reconocen 

fuertemente a un antígeno, en un contexto de alarma inmunológica, pueden 

diferenciarse en linfocitos de memoria o efectores. Se consideran linfocitos vírgenes 

hasta su encuentro con un antígeno que reconozcan, y pueden vivir en circulación 

entre 7 y 9 años y autorrenovarse mediante proliferación homeostática6. Los 

linfocitos T, se dividen en dos grandes poblaciones, los linfocitos T CD4+, los 

linfocitos T CD8+ y otras poblaciones minoritarias5, que no se considerarán aquí. El 

presente trabajo se centrará en linfocitos T CD4+ neonatales.  

 

Linfocitos T CD4+ 

 

Los linfocitos T CD4+ son las células de la inmunidad adaptativa que se encargan 

de coordinar este tipo de respuesta. Reconocen señales de las células 

presentadoras de antígeno (APC) y el ambiente de citocinas. Las citocinas son 

proteínas pequeñas, producidas por células de un tipo específico. Son importantes 

en la activación, diferenciación, quimiotaxis y proliferación de las células del sistema 

inmune30. Una vez reconocidas las células presentadoras de antígeno y las 

citocinas se diferencian en linfocitos T efectores y de memoria. Los linfocitos T 

efectores pueden comunicarse con macrófagos, linfocitos B, células dendríticas y 

linfocitos T CD8+ para organizar la respuesta adaptativa. 

 

La diferenciación de los linfocitos T CD4+ se da como resultado de la interacción del 

TCR y CD4, como co-receptor, con un antígeno asociado con el MHC clase ll 

presentado por una APC y otras moléculas de superficie y solubles, que funcionan 

como co-estimuladores o inhibidores de la activación. Una interacción fuerte induce 

una cascada de señalización que lleva a la activación y posterior diferenciación de 

los linfocitos en diferentes fenotipos, como: Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 y Treg.  El 

fenotipo de diferenciación depende del ambiente de citocinas presentes, así como 

la concentración de antígenos, el tipo de células APC y las moléculas co-



estimuladoras. Este conjunto de señales se adapta al tipo de patógenos y en 

algunas ocasiones a diversas enfermedades de carácter inmunológico5. 

La diferenciación del fenotipo Th1 es inducida por las citocinas IL12 e IFNγ, y se 

caracteriza por expresar el factor transcripcional firma T-bet, que es el principal 

factor de transcripción que promueve la producción de interferón γ y reprime la 

diferenciación al fenotipo Th2 y Th175. Este fenotipo está involucrado con la 

eliminación de patógenos intracelulares36. 

La diferenciación del fenotipo Th2 es inducida por IL4, que induce al factor de 

transcripción STAT6 que regula positivamente la expresión del factor de 

transcripción firma, GATA3, que a su vez inhibe la diferenciación al fenotipo Th1 al 

interactuar con T-bet5,6. El fenotipo Th2 monta una respuesta inmune a parásitos 

extracelulares como los helmintos36. 

TGF-β en combinación con IL4 induce la diferenciación del fenotipo Th9, así como 

IRF4 que se une directamente al promotor de IL9, que se distingue por ser la citocina 

secretada por el fenotipo Th95. Se ha asociado este fenotipo también para combatir 

parásitos37. 

La diferenciación al fenotipo Th17 está mediada por IL6, IL21, IL23 y TGF-β, así 

como el factor de transcripción firma RORγt. Esta diferenciación se da en un 

proceso de 3 etapas: diferenciación mediada por TGF-β, IL-1 e IL6, amplificación 

por IL21 y estabilización por IL236. Este fenotipo es responsable de inducir una 

respuesta inmune bacterias extracelulares y hongos38. 

El fenotipo Th22 ha sido recientemente identificado, éste secreta la citocina IL22 en 

grandes cantidades, es por eso que se le nombra a este fenotipo Th22, también 

secreta las citocinas: IL13, IL26 y TNF-α, y el factor de transcripción que induce esta 

diferenciación es AhR. Cabe mencionar que el fenotipo Th22 tiene un papel en 

combatir bacterias y promover la reparación de tejidos35.  

Por último, el fenotipo regulador (Treg), es inducido por la señalización de TGF-β 

en combinación con IL2, y están involucrados los factores de transcripción Smad2 

y Smad3 que inducen a FOXP3 para la diferenciación a Treg. Este fenotipo se 

encarga del mantenimiento de la tolerancia a antígenos propios y no propios39. 

 



Inmunidad neonatal  

 

Los primeros meses de vida para un humano son cruciales para su supervivencia, 

ya que no cuentan con un sistema inmune totalmente preparado ante los patógenos 

del ambiente. Es por eso que es uno de los periodos más vulnerables de la vida, 

con una alta tasa de morbilidad y mortalidad7,10. Según el Fondo de las Naciones 

Unidas para la Infancia (UNICEF), en el 2021 se registraron 2.3 millones de muertes 

neonatales, es decir durante el primer mes de vida8. 

El sistema inmune del recién nacido responde principalmente de manera innata y 

se protege por los anticuerpos que pasaron de la madre a través de la placenta y 

pasan a través de la leche materna7.     

 

Los órganos linfoides de los neonato no están totalmente funcionales, por lo que 

son más vulnerables a un amplio espectro de enfermedades infecciosas y no 

infecciosas12. El sistema inmune del recién nacido es producto del ambiente en el 

que se desarrolló durante la gestación. En el útero, el sistema inmune fetal debe 

desarrollar la capacidad de reconocer patógenos desconocidos para un encuentro 

futuro, mientras que se debe mantener tolerante a antígenos propios y maternos. 

Esto resulta en la inmunomodulación durante el embarazo y se extiende a los 

primeros días de vida40. El sistema inmune neonatal se encuentra en un estado 

tolerogénico, responde principalmente de manera innata, lo que hace que el recién 

nacido sea más susceptible a infecciones por virus y bacterias.  

En un principio, el estado tolerogénico neonatal era atribuido a la inmadurez y a la 

carencia de memoria inmunológica, sin embargo, en estudios recientes se ha 

demostrado que la inmunidad neonatal es caracterizada por ser dinámica, tolerante 

y altamente regulada, orquestada por componentes celulares y moleculares 

competentes12.  

Como se mencionó anteriormente, el presente trabajo se centrará en linfocitos T 

CD4+ neonatales, por lo que resulta importante explicar las características 

particulares que tienen estas células en los neonatos.  

 



Linfocitos T CD4+ neonatales 

 

En el recién nacido, la mayoría de los linfocitos T tiene un fenotipo virgen, de los 

cuales la mayoría son emigrantes recientes del timo RTEs (Recent Thymic 

Emigrants), por sus siglas en inglés. Estas son células que expresan CD31. A 

diferencia, los adultos, conforme envejecen, expresan una cantidad cada vez menor 

de células T CD31+ vírgenes.8,9 Los RTEs y las células T CD4+ vírgenes neonatales 

producen IL8 importante mediadora en la respuesta inmune innata, su producción 

en los linfocitos T neonatales tiene un papel proinflamatorio e inmunoprotector.6 

 

La transición del nacimiento es un reto inmunológico muy importante, ya que implica 

el paso de un ambiente estéril al mundo exterior, que es un ambiente colonizado 

por patógenos y otros microbios.  Esto hace que el sistema inmune del recién nacido 

se caracterice por ser tolerante, que pueda adaptarse a los estímulos sin que sean 

peligrosos o pongan en riesgo la vida del individuo. Los linfocitos T CD4+ son 

considerados inmunotolerantes en esta etapa, sin embargo, cuentan con algunas 

funciones protectoras. Los linfocitos T CD4+ neonatales, se caracterizan por una 

alta producción de IL8, una respuesta innata inflamatoria6,10 y un fenotipo 

predominante Th2 sobre el Th1.10-12  

Estudios experimentales de células T CD4+ de sangre periférica y del cordón 

umbilical muestran una preferencia por diferenciarse hacia el fenotipo Th2, el cual 

responde secretando IL4, IL5 e IL13, y una menor producción de citocinas del 

fenotipo Th1 (IFNγ, y TNFα)10,12. La prevalencia del fenotipo Th2 en neonatos 

parece estar relacionado con el nivel de metilación del los promotores de estos 

genes, donde en el loci de citocinas Th2 se encuentra hipometilado, favoreciendo la 

transcripción de estos genes13.  Además, en las células de cordón umbilical hay una 

mayor metilación del DNA en el promotor del gen IFNγ, generando una deficiencia 

en la producción de esta citocina y en la respuesta citotóxica10. El que esté más 

presente el fenotipo Th2 ocasiona que los neonatos sean más susceptibles a 

infecciones y a virus10,12, pues el fenotipo Th1 responde ante patógenos 

intracelulares.  



Cabe mencionar que los linfocitos T citotóxicos neonatales son menos responsivos 

y tienen una sobreexpresión de genes relacionados al ciclo celular, con una alta 

tasa de proliferación homeostática14. Se ha demostrado que las funciones inmunes 

clásicas están disminuidas en linfocitos T CD4+ neonatales, en cambio presentan 

una sobreexpresión de genes relacionados al metabolismo glucolítico y al ciclo 

celular10. Además, los linfocitos T CD4+ neonatales muestran una mayor 

proliferación, tanto homeostática, como en respuesta al estímulo10. En resumen, los 

linfocitos T neonatales y fetales responden diferente a los linfocitos del adulto. 

Las vías de señalización de TCR (CD4, CD3, TCRα, TCRβ, LAT, LCK e ITK) se 

encuentran reguladas negativamente lo que hace que la respuesta al antígeno sea 

menor10. Otras vías de la inmunidad innata, como la de los TLRs se encuentra igual 

o incluso más activa, y pueden llevar a la activación de las vías de AP1 y NFB. 

Además, los linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+, expresan péptidos 

antimicrobianos. Los genes regulados negativamente en los linfocitos T CD4+ 

neonatales son atribuidos a la inaccesibilidad a la cromatina, mientras que los que 

se encuentran sobreexpresados en adultos tienen una fuerte asociación con 

marcadores de cromatina abiertos como H3K4me342. Por lo tanto, las diferencias 

en el acceso a la cromatina son determinantes para el nivel de la expresión génica 

en linfocitos T CD4+ neonatales43. 

Por otra parte, se ha demostrado que existe una relación entre la forma de 

nacimiento (parto vaginal o parto por césarea) y la colonización del intestino con el 

desarrollo del sistema inmune y también en las características específicas de las 

células T CD4+ 16.  

 

Nacimiento por cesárea y parto 

 

En 2021, la Organización Mundial de la Salud comunicó un incremento de 

nacimientos por cesárea medicamente innecesarios. A nivel global, 1 de cada 5 

nacimientos son por cesárea, representando el 21% de los nacimientos.  

En Latinoamérica y el Caribe la tasa es de 4 de 10 nacimientos son partos por 

cesárea, representando el 43% de todos los nacimientos. Para el 2030 se espera 



un aumento a un 54% de nacimientos por cesárea.17 En México, la tasa es mucho 

más alta, superando el 48% en el 201922. 

 

Las cesáreas son procedimientos críticos y necesarios cuando los nacimientos por 

parto vaginal pueden ser riesgosos, y cada institución médica debe asegurar su 

acceso a toda mujer que lo necesite. Sin embargo, no todas las cesáreas que se 

realizan son llevadas a cabo por razones médicas. Estos procedimientos quirúrgicos 

innecesarios pueden tener desventajas para la madre y el recién nacido17. 

 

En países desarrollados, la muerte materna tiene una tasa baja, a diferencia de 

países de bajos recursos, en los cuales la muerte materna tiene un índice alto21. En 

México, según el Manual de Procedimientos Estandarizados para la Vigilancia 

Epidemiológica de la Notificación Inmediata de Muertes Maternas, durante el 2018 

se registraron 710 defunciones53.   

La morbilidad materna severa aguda (SAMM, Severe Acute Maternal Morbidity) por 

sus siglas en inglés, la cuál está definida por la presencia de complicaciones como 

hemorragia, requerir histerectomía o transfusión sanguínea, ruptura uterina, 

complicaciones relacionadas con la anestesia, paro cardíaco, shock obstétrico, fallo 

renal agudo, infección durante el puerperio, ventilación asistida o intubación y 

hematomas; es notablemente mayor después de una cesárea que de un parto por 

vía vaginal20. Es importante tener en cuenta que los nacimientos por parto vaginal 

igual conllevan riesgos tales como lesión vaginal, dolor abdominal y perineal durante 

el parto y 3 días posterior a éste, hemorragia postparto y shock obstétrico20, sin 

embargo, el riesgo es menor en comparación de un nacimiento por cesárea. 

Por otra parte, los efectos psicológicos no han sido ampliamente estudiados, sin 

embargo, se han reportado que en mujeres que han alumbrado por cesárea se 

encuentran menos satisfechas dentro de un periodo inmediato después del 

nacimiento en comparación con las mujeres que alumbraron por parto vaginal23. 

Esto puede ser debido, en las cesáreas programadas, a la ausencia de la hormona 

oxitocina, que participa en la unión psicológica entre la madre y el recién nacido 23-

25. 



Existen riesgos para la mujer en embarazos subsecuentes después de una cesárea, 

tales como riesgo de requerir histerectomía, placentación anormal, ruptura uterina, 

muerte fetal y nacimientos antes de término24. Estos riesgos se incrementan si el 

siguiente embarazo es en un intervalo menor a 6 meses. Además, la prevalencia de 

la mortalidad y morbilidad materna es mayor después de un nacimiento por cesárea 

que por vía vaginal.  

 

Como se mencionó anteriormente, la cesárea es un procedimiento quirúrgico que 

salva vidas cuando está medicamente indicado, sin embargo, puede tener 

consecuencias en el desarrollo del bebé. En cesáreas realizadas antes de las 39 

semanas de embarazo se incrementa el riesgo de que el recién nacido padezca de 

alguna enfermedad del tipo respiratorio e hipoglicemia25. Es un hecho que el 

neonato nacido por cesárea no está expuesto a las mismas condiciones fisiológicas 

que un neonato nacido por vía vaginal. Estas condiciones alteran la fisiología del 

bebé, trayendo consigo consecuencias a largo y corto plazo para su salud. Entre los 

riesgos a corto plazo en un nacimiento por cesárea se encuentran, alteración en el 

desarrollo del sistema inmune, alergias, asma y una reducción en la diversidad del 

microbioma intestinal25. Además de estas patologías, también se han identificado 

otras más relacionadas al alumbramiento por cesárea que se han observado en la 

etapa adulta, éstas tienen características de síndrome metabólico tales como, 

adiposidad, incremento en la presión sanguínea, diabetes tipo 1, asma, incremento 

en la masa corporal, cambios en la función del hígado, problemas neurológicos y 

enfermedades gastrointestinales de tipo autoinmune20. 

Por otra parte, la carencia de exposición a la microbiota vaginal y anal durante el 

parto genera disbiosis intestinal en el neonato18. 

En resumen, el modo de alumbramiento tiene un impacto sobre el neonato y su 

salud, ya sea por vía vaginal (espontáneo, inducido, instrumental o una combinación 

de éstos) o por cesárea (planeada o de emergencia), que afectan directamente 

sobre su desarrollo.  

Se han hipotetizado diferentes mecanismos biológicos que buscan explicar el 

impacto del modo de parto. Entre estas, se encuentra la inadecuada transferencia 



del microbioma materno al neonato durante el parto, ya que la evidencia existente 

explica que tiene un impacto directo sobre el desarrollo y diferenciación del sistema 

inmune del bebé7,16,20, y en un futuro, haciéndolo susceptible a ciertas 

enfermedades. 

Por otra parte, la exposición reducida a hormonas del estrés y fuerzas mecánicas, 

que sólo se presentan cuando hay trabajo de parto y no en cesárea programada, 

contribuyen al desarrollo del sistema inmune neonatal. Las hormonas del estrés se 

consideran importantes para el desarrollo del eje hipotálamo-pituitaria, maduración 

del sistema inmune, maduración de órganos y neurogenésis20. 

Por último, se han observado diferentes modificaciones epigenéticas. Durante la 

cesárea, el uso de oxitocina sintética y antibióticos tienen diferentes efectos sobre 

el proceso de remodelado del epigenoma neonatal trayendo consigo consecuencias 

para la salud del neonato a la larga. Se han observado un incremento en el patrón 

de metilación del DNA en células madre y leucocitos de recién nacidos por cesárea 

en comparación de nacidos por vía vaginal. Los efectos de estos cambios 

epigenéticos no son observados en primera instancia, sin embargo, pueden tener 

implicaciones en un futuro, donde la expresión genética en combinación con la 

exposición ambiental puede predisponer a padecer algunas enfermedades 

inflamatorias19,20,26,27. 

 

Antecedentes  

 

La inmunidad adaptativa está definida por la diferenciación de linfocitos T vírgenes 

a células capaces de montar una respuesta, es decir, a células efectoras. Una vez 

que los linfocitos T se activan, se empiezan a producir más citocinas.  

Los neonatos muestran un estado linfopénico al nacer, es decir, carecen de una 

cantidad suficiente de linfocitos, por lo que, se promueve la proliferación 

homeostática.  Ésta se define por el aumento de número de células vírgenes, en 

compensación de la disminución de células sin presencia de estímulo ni 

diferenciación celular.  

 



En la tesis de maestría de Ventura, C. 202231, se evaluaron las diferencias en la 

activación y proliferación celular de los linfocitos T CD4+ y CD8+ de neonatos 

nacidos por parto vaginal y por cesárea. Él evaluó la proliferación celular en 

presencia y ausencia de estímulo, a través del uso de citometría de flujo, usando el 

reactivo CFSE, que permite observar la proliferación celular. Se observó que los 

linfocitos T CD4+ de las células de neonatos nacidos por cesárea proliferaron más 

cuando fueron estimuladas con CD3/CD28, en comparación con las células de 

neonatos nacidos por parto, como se muestra en la imagen 1. El incremento de 

frecuencia celular debido a la proliferación de linfocitos T en presencia del estímulo 

CD3/CD28 en neonatos nacidos por cesárea sugeriría una menor ventana de 

tolerancia inmunológica en los neonatos nacidos por cesárea. 

 

 

Figura 1. Proliferación de linfocitos T CD4+ estimulados con CD3/CD28. A) 

Frecuencia celular de las generaciones de linfocitos medidas con CFSE. Tomado 

de Ventura, C. 202231, tesis de maestría. 

 

Por otra parte, en Kempis-Calanis33 et al, se evaluó el perfil transcriptómico de 

células T CD4+ de adultos y neonatos nacidos por parto vaginal, demostrando que 

las células neonatales tienen un transcriptoma característico. Entre las 



características de las células T CD4+ neonatales, están la sobreexpresión de genes 

relacionados a diversas vías metabólicas como es la vía de la glucólisis aeróbica, 

proliferación, inflamación innata, motilidad celular, funciones regulatorias y control 

de señalización celular, además de una sobreexpresión en factores de transcripción 

relacionados a la hiperproliferación. De 60,676 genes analizados en la base de 

datos Ensembldb, un total de 1999 genes se encontraron diferencialmente 

expresados entre las células de neonatos y adultos. Así mismo, con el uso de la 

base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), se identificaron 

siete vías de señalización, que engloban los genes diferencialmente expresados. 

En cambio, los genes sobreexpresados en adulto no están significativamente 

enriquecidos en ninguna vía de señalización. 

Las vías de señalización enriquecidas en células neonatales son: i) desregulación 

transcripcional en cancer ii) genes sobreexpresados en precursores de los linfocitos 

T inmaduros y hematopoyesis, iii) hiperproliferación, iv) neutrófilos y actividades 

antimicrobianas, v) señalización celular, vi, vii) vía de señalización RAS.  

Los genes que se encuentran sobreexpresados en adulto están más involucrados 

en las funciones celulares, en mantener la estructura y estabilidad del genoma. 

 

Estos resultados fueron confirmados por cambios en la expresión de algunas 

proteínas en condiciones basales, proliferación y cambios en la expresión de 

algunos genes después de la activación celular. 

 

En la tesis doctoral de Kempis-Calanis34 et al, se analizó el transcriptoma de 

linfoctios T CD4+ y CD8+, de neonatos prematuros y a término nacidos por cesárea 

y por parto vaginal. Al comparar las firmas transcritómicas de linfocitos T en 

neonatos prematuros y término, nacidos por cesárea y parto vaginal, los resultados 

sugieren que los linfocitos T CD4+ sufren cambios mayores a nivel transcripcional 

debido a la vía de nacimiento (cesárea contra parto) que debido a la edad 

gestacional. 

Al comparar los linfocitos T CD4+ de neonatos a término nacidos por cesárea y por 

parto vaginal, se muestra en un análisis por PCA que la expresión génica de células 



de neonatos que nacieron por cesárea y parto vaginal claramente se encuentran 

separados y agrupados según el modo de nacimiento, indicando una expresión 

diferencial de entre estos genes. (Figura 2 panel A).  Al evaluar la expresión 

diferencial de genes con un log fold change mayor 1 y un p value ajustado menor a 

0.05, de los cuales se encontró un total de 600 genes diferencialmente expresados.  

De estos genes, 402 genes se encuentran sobreexpresados en las células de 

neonatos nacidos por parto vaginal y 198 en las células de neonatos nacidos por 

cesárea, como se muestra en el panel B. 

 

 

Figura 2. Comparación de linfocitos T CD4 de neonatos de término nacidos 

por cesárea y nacidos por parto vaginal a nivel basal. Tomado de Kempis-

Calanis, tesis doctoral. 

 

Ahora, al realizar la anotación funcional de los genes diferencialmente expresados 

según el tipo de nacimiento, se puede observar que los genes sobreexpresados en 

células provenientes de neonatos nacidos por parto vaginal, se encuentran 

agrupados en las vías de señalización de TNF, NFB, IL17, MAPK, moléculas de 

adhesión celular, entre otras. Mientras que los genes sobreexpresados en células 



provenientes de nacimientos por cesárea, se encuentran agrupados en la vía de la 

transducción del gusto.  

 

 

Figura 3. Anotación funcional de los genes diferencialmente expresados 

según el tipo de nacimiento. Tomado de Kempis-Calanis, tesis doctoral. 

 

A partir este análisis del transcriptoma se identificó una expresión diferencial de 

genes, de los cuales se seleccionaron los siguientes genes que están relacionados 

con división celular,  adhesión  y ciclo celular (ITGA11, KLF9, RAPGEF6, MCC y 



NOTCH2NLC) encontrados sobreexpresados en las células de neonatos nacidos 

por cesárea, mientras que en los de parto vaginal se encuentran factores 

transcripcionales y receptores de membrana que favorecen la función inmune de 

los linfocitos T CD4+ (TBX21, CD40, ICAM1, TNFRSF4 y GFI1). El presente 

proyecto se centrará en evaluar su expresión a nivel basal y después de la 

estimulación de linfocitos T CD4+, como una aproximación a entender si las 

funciones de estos linfocitos están alteradas.  

 

A continuación, listo brevemente los genes que propusimos evaluar: 

ITGA11 codifica para una integrina alfa, une el tejido muscular a la matriz 

extracelular, participa en la unión de colágeno y en la actividad de su receptor45. 

KLF9 es un factor de transcripción que se une a los elementos de la caja GC 

localizados en el promotor. La unión de este factor a un solo elemento de la caja 

GC inhibe la expresión del mRNA, mientras que si se une de manera tándem a 

elementos repetidos de la caja GC activa la transcripción45. 

RAPGEF6 Permite varias funciones, incluida la actividad de unión a proteínas 

dependiente de GTP; la actividad del factor de intercambio de nucleótidos de 

guanilo; y la actividad de unión al ácido fosfatídico. Implicado en el ensamblaje de 

microvellosidades; regulación positiva de la actividad GTPasa; y localización de 

proteínas en la membrana plasmática. Se encuentra localizado en varios 

componentes celulares, incluyendo la membrana plasmática apical, el centrosoma 

y la vesícula endocítica45. 

MCC regula negativamente la progresión del ciclo celular, es un regulador de la vía 

de señalización de WNT, desacetila y reprime la vía de señalización de -catenina45. 

NOTCH2NLC, permite la unión del ión de calcio, involucrado en la regulación 

positiva de la vía de señalización de NOTCH, la cual promueve la diferenciación 

neuronal45. 

GFI1 codifica para una proteína de dedos de zinc nuclear que funciona como un 

represor transcripcional, regula la diferenciación de neutrófilos, promueve la 

proliferación de los linfocitos y es requerido para el desarrollo de granulocitos45. 



TBX21 es miembro de una familia de genes que comparten un dominio de unión a 

DNA, el T-box. Estos genes codifican para factores de transcripción implicados en 

la regulación de procesos del desarrollo. Su expresión se correlaciona con la 

expresión de IFNG en el fenotipo Th1 y células NK, sugiriendo que tiene un rol en 

la diferenciación del fenotipo Th1 a partir de precursores de células Th45. 

CD40 este gen es miembro de la superfamilia de receptores TNF, codifica para una 

proteína que es un receptor de las células APC, es esencial en una gran variedad 

de respuestas inmunes e inflamatorias, como: desarrollo de los linfocitos B de 

memoria, formación del centro germinal y el intercambio de inmunoglobulinas 

dependiente de linfocitos T 45. 

ICAM1 este gen codifica para una glicoproteína de membrana celular que se 

expresa en células del sistema inmune, tiene un papel de receptor de señalización 

y unión de complejos proteicos 45. 

TNFRSF4 La proteína codificada por este gen es un miembro de la superfamilia de 

receptores de TNF. Se ha demostrado que este receptor activa NFB a través de 

su interacción con proteínas adaptadoras. Es un coestimulador implicado en la 

inmunidad de los linfocitos T45. 

 

En resumen, seleccionamos este grupo de genes sobre-expresados en células T 

CD4+ de neonatos nacidos por cesárea, ya que tienen una relevancia en el ciclo 

celular y la respuesta inmune durante la gestación.  Hay que considerar que las 

células de neonatos nacidos por cesárea representan el estado que guarda el 

sistema inmune neonatal previo al nacimiento.   

 

Entre ellos, elegimos genes que funcionan como reguladores de ciclo celular (KLF9, 

MCC), lo que se esperaría para mantener la tolerancia de los linfocitos en el útero.  

También genes que participan en la migración hacia la piel (ITGA11 es un receptor 

del colágeno). Hay que considerar que durante este periodo hay colonización hacia 

la piel y las mucosas. Por otra parte, el gen RAPGEF6 facilita la función de RAP1, 

que es un mediador importante en la activación de la afinidad de las integrinas, que 

promueve la unión entre linfocitos T y células presentadoras de antígeno.  



Finalmente, NOTCH2NLC es un regulador positivo de las señales de NOTCH que 

participa en la expresión de genes muy importantes en la diferenciación de las 

células T CD4+ hacia todos los fenotipos.  

 

Por otra parte, en las células T CD4+ de los neonatos nacidos por parto natural, 

elegimos genes sobre-expresados que están más asociados con la respuesta 

inmune, entre ellos el gen del factor transcripcional firma de los linfocitos Th1, T-bet 

(TBX21); GFI1 que promueve la proliferación de los linfocitos; ICAM1, que participa 

en la unión entre las células presentadoras de antígeno y los linfocitos T; y el co-

receptor OX-40 (TNFRSF4), que participa en activación de los linfocitos T. 

 

Sin embargo, los antecedentes que tenemos de la respuesta inmune de células T 

CD4+ de neonatos nacidos por cesárea en comparación con la de las células de 

neonatos nacidos por parto natural, es que las células de los neonatos nacidos por 

cesárea proliferan más y se activan más. Por lo tanto, proponemos que el 

nacimiento genera una activación parcial de los linfocitos T CD4+.  Esto tendría 

como consecuencia, la expresión basal de genes relacionados con la respuesta 

inmune, pero también el aumento del umbral de activación de los linfocitos T CD4+.   

 

Objetivos generales 

 

Evaluar la expresión de genes diferencialmente expresados en linfocitos T CD4+ de 

neonatos nacidos por cesárea y parto vaginal en estado basal y tras la activación a 

través de CD3/CD28. 

 

Objetivos particulares 

 

1. Evaluar por RT-qPCR la expresión de genes seleccionados, que se 

encontraron sobreexpresados en el estudio de transcriptoma de células T 

CD4+ de neonatos nacidos por cesárea (ITGA11, KLF9, RAPGEF6, MCC y 

NOTCH2NLC), en estado basal y tras la activación a través de CD3/CD28. 



2. Evaluar por RT-qPCR la expresión de genes seleccionados, que se 

encontraron sobreexpresados en células T CD4+ de neonatos nacidos por 

parto vaginal (TBX21, CD40, ICAM1, TNFRSF4 y GFI1), en estado basal y 

tras la activación a través de CD3/CD28. 

 

 

Hipótesis 

 

Los genes que se encontraron diferencialmente expresados entre los linfocitos T 

CD4+ de neonatos nacidos por cesárea o parto vaginal en el transcriptoma, también 

se encontrarán diferencialmente expresados al evaluarlos por RT-qPCR.  Además, 

esperamos que la activación de las células T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea 

tendrá como consecuencia la inhibición de la expresión de los genes que regulan el 

ciclo celular (KLF9 y MCC) y la migración a la piel (ITGA11) y un incremento en la 

expresión de los genes relacionados con activación (RAPGEF6 y NOTCH2NLC).  

Mientras que en los linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto, se activará 

una expresión ligeramente mayor de sus genes característicos o ningún cambio. 

 

Metodología 

 

Obtención de las células 

 

Se colectaron 10 muestras de sangre de cordón umbilical de neonatos nacidos a 

término por parto vaginal (5) y por cesárea (5), que además gozaban de un buen 

estado de salud al momento del nacimiento al igual que la madre. Estas muestras 

se tomaron del cordón umbilical después del nacimiento del bebé y antes de la 

expulsión de la placenta en tubos falcón estériles que contienen anticoagulante. 

Para la colección de sangre de los neonatos nacidos por cesárea, se realizó una 

punción a la vena del cordón umbilical y en el caso de parto natural fue cuando el 

cordón umbilical fue cortado, sin necesidad de punción. Ambos procedimientos no 

suponen ningún riesgo para el recién nacido ni para la madre. Antes de realizar la 



colección de la muestra, se le informó a la madre sobre el procedimiento y se pidió 

su consentimiento firmado. 

Para la estandarización de las técnicas, se usaron células de sangre periférica de 

adulto. 

 

Purificación de linfocitos T CD4+ vírgenes 

 

Posterior a su colección, la sangre fue procesada para obtener las células 

mononucleadas (CBMCs) a partir de la sangre de cordón umbilical de neonatos 

nacidos por parto vaginal y cesárea. Esto se hace a través del uso de Ficoll, que es 

un polisacárido hidrofílico altamente ramificado, que genera un gradiente de 

densidad por centrifugación, separando por fases la muestra, entre esas fases se 

encuentra una capa blanca que contiene las células de interés. Se incubaron por 

24h con medio RPMI para que las células adherentes se eliminen. Para el 

aislamiento de linfocitos T CD4+, se utilizó el kit RossetSep (SteamCell technology). 

Después, se cultivaron en medio RPMI, suplementado con suero fetal bovino, 

glutamina y antibiótico. Luego, se realizó una estimulación de una parte de las 

muestras (dejando algunas como control) con anticuerpos anti-CD3 (OKT3, 

TONBO) y anti-CD28 (CD28.2 TONBO) (2 𝜇L) y Goat anti-mouse IgG (BIOSS) (1 

𝜇L) durante 24h. 

 

Citometría de flujo 

 

El análisis se realizó con un citómetro de flujo modelo Attune NxT (A24858) de la 

marca ThermoFisherTM. Para evaluar la pureza de las poblaciones de linfocitos T 

CD4+ purificadas, se usaron anticuerpos acoplados a fluoróforos para CD3-FITC 

(TONBO) y CD4-APC (TONBO), para evaluar la activación de los linfocitos, se utilizó 

el anticuerpo anti-CD69 FITC (TONBO) y para evaluar si había presencia de 

contaminación de células maternas, usamos un anticuerpo acoplado a CD45RO-

FITC (TONBO). Los datos fueron analizados con el software FlowJo X. 

 



Obtención del RNA y síntesis de cDNA 

 

Se obtuvo el RNA de las células con el reactivo TRIzol (Life Technologies), 

siguiendo el protocolo y las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el RNA 

se realizó una cuantificación con el espectrofotómetro QuBit (ThermoFisher). Para 

comprobar la calidad del RNA se evaluó su integridad mediante gel de agarosa 1%.  

Posteriormente, se sintetizó con OligoDT y transcriptasa reversa RevertAid (Thermo 

Scientific™), de igual forma, siguiendo el protocolo e instrucciones 

correspondientes. 

 

RT-qPCR 

 

Una vez obtenido el cDNA, se amplificó por PCR tiempo real (RT-qPCR) con el uso 

de un intercalador fluorescente (SYBR Green, NZYtech) por 2 h. Para todos los 

genes, se realizó una curva estándar con diluciones seriadas de cDNA.  Esta curva 

se utilizó para obtener la expresión relativa de cada gen, que se relacionó con el 

gen de la 2 microglobulina, como control. Se utilizó el equipo con el uso del 

software Step OneTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems) y los datos se 

analizaron con el software StepOne software v2.3 

 

Análisis estadístico  

 

Se utilizó el programa GraphPad Prism 9, Microsoft Excel, además de RStudio, 

utilizando las paqueterías ggplot2, gridExtra y dplyr. Los datos fueron evaluados 

usando la prueba U de Mann Whitney para datos no pareados (Parto vs Cesárea) y 

Wilcoxon (Basal vs Estimulado) para datos pareados. También se realizó la prueba 

de T de student. Se consideraron estadísticamente significativos los valores de p< 

0.05, CI: 95%. 

 
 
 
 
 



RESULTADOS: 
 

Diseño de primers de los genes de interés 

 

El diseño de primers de los genes que se encuentran diferencialmente expresados 

en el transcriptoma de linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal y 

cesárea se llevó a cabo con el programa Primer-BLAST, utilizando la isoforma más 

larga de la secuencia del mensajero, con un tamaño del producto entre 130 a 350 

bp, que los primers amplificaran de exón a exón, que la diferencia entre el forward 

y reverse fuera no mayor a 4 bases, un nivel de GC entre 50% y 60%, que no 

formaran hairpins, dímeros u otros amplicones y solo amplificaran para el gen de 

interés, esto se comprobó con ayuda de los programas MFE primer 3.0 y UCSC in 

silico pcr, además de primer-BLAST donde fueron diseñados principalmente.  

Al realizar las amplificaciones de cada primer, algunos genes (TBX21, GFI1, ITGA11 

y MCC) no se obtuvo una amplificación como la esperada, incluso tras haber 

diseñado nuevos primers y probar varias condiciones en el PCR, por lo que 

finalmente nos quedamos con los siguientes primers (Tabla 1): 

Cabe mencionar que, aunque se diseñaron los primers para ITGA11, TBX21, MCC 

y GFI1, incluso se diseñaron dos pares de primers para cada uno de estos genes, 

no hubo amplificación, por lo que ya no se pudieron evaluar. 

 

GENES 

(Cesárea) 

SECUENCIA DE PRIMERS 

KLF9  CCACCGAATCTGGGTCGAGT 

AGGGCCGTTCACCTGTATGC 
 

RAPGEF6  TGGCTTGAACCTGGCATCTG 

GCCACCTCTTCTTCCTCTGTC 
 

NOTCH2NLC CGAGATGGCTATGAACCCTGTGT 

GTCCATTGGCACTCCTTACCTGT 
 

 

Tabla 1.  Secuencias forward y reverse de los primers de los genes de interés. 

 
 
 
 
 

GENES 

(Parto) 

SECUENCIA DE PRIMERS 

CD40 ACCCTTGGACAAGCTGTGAGA 

AAGACCAGCACCAAGAGGATGG 
 

ICAM1 AGCTTCGTGTCCTGTATGGC 

ACAGAGGTAGGTGCCCTCAA 
 

TNFRSF4 ACACCTACCCCAGCAACGAC 

AGGGGGCACAGTCAACTCC 
 



Estandarización de los genes de interés 
 

La RT-qPCR es la técnica comúnmente utilizada debido a su exactitud, sensibilidad, 

reproducibilidad y facilidad de uso, es por eso que para los experimentos de esta 

tesis se eligió esta técnica.  

Para poder evaluar la expresión de genes por RT-qPCR es necesario la realización 

de curvas estándar, esto para determinar la eficiencia de reacción para cada par de 

primers. Estas se realizan a través de diluciones seriadas.  

En la figura 4, se muestran 6 curvas de estandarización de los primers de los genes 

de nuestro interés, con las ecuaciones de la recta obtenidas a partir de las curvas 

de amplificación para cada par de primers evaluados. Las curvas se realizaron en 

diluciones seriadas de 1:2 y de 1:5 con un Pool de muestras de cDNA, dichas 

muestras fueron evaluadas previamente con un gen de referencia (2 

microglobulina) para verificar su eficiencia. Se optó por utilizar un Pool de muestras 

para asegurar la cantidad de cDNA para todos los genes a estandarizar y que 

hubiera templado del gen, por lo que este pool contenía células T tanto de neonatos 

como de adultos, a nivel basal y estimuladas. Cada dilución seriada se preparó con 

el mismo Pool de muestras. Para la dilución 1:2, se utilizó 1 𝜇𝑙 del Pool de muestras 

con 1 𝜇𝑙 de agua estéril, para la dilución 1:5, se utilizó 1 𝜇𝑙 del Pool de muestras y 4 

𝜇𝑙 de agua estéril. Para los genes CD40 e ICAM1 se utilizó la dilución 1:5 para todos 

los experimentos, para los genes TNFRSF4, NOTCH2NLC, KLF9 y RAPGEF6 se 

utilizó la dilución 1:2. Las ecuaciones de la recta obtenidas se utilizaron 

posteriormente para calcular la concentración relativa de cada gen en los diferentes 

cDNAs obtenidos de las células, además que se obtuvo un R2 arriba de 0.91, 

asegurando la eficiencia y reproducibilidad de los datos.  

Los gráficos mostrados en la figura 4 fueron realizados en RStudio con la paquetería 

ggplot2. 

 



 

 
 

 

Figura 4. Curvas de estandarización de los genes de interés, de los genes 

sobreexpresados en el transcriptoma en células de neonato nacido por cesárea 

(NOTCH2NLC, RAPGEF6 y KLF9) y células de neonato nacido por parto vaginal 

(TNFRSF4, ICAM1 y CD40).  

 

 

 

 



Colecta de muestras de sangre de cordón umbilical de neonatos nacidos por 

parto vaginal y cesárea. 

 

Se recolectaron un total de 6 muestras de sangre de cordón umbilical de neonatos 

nacidos por parto vaginal (3) y cesárea (3), de las cuales 4 son provenientes de 

neonatos masculinos y 2 de neonatos femeninos. En este trabajo se recolectaron 4 

muestras adicionales, pero no se lograron obtener cantidades suficientes de RNA 

para hacer la evaluación. El promedio de peso, temperatura, talla y semanas de 

gestación de los neonatos es de 3.165kg, 36.58ºC, 49.5 cm y 40 semanas de 

gestación respectivamente. La colecta de estas muestras fue a través del permiso 

de Servicios de Salud Morelos, en el Hospital General de Temixco, Morelos “Enf. 

Ma. De La Luz Delgado Morales”, gracias a la participación de médicos, enfermeras 

y personal del hospital. Se colectaron muestras únicamente de neonatos nacidos a 

término, además que las madres no mostraran signos de infección, obesidad, 

hipertensión, enfermedades de transmisión sexual o diabetes durante el embarazo, 

es decir, que tuvieran de manera general un estado de salud bueno antes del 

alumbramiento.  

 

 
Modo de 

nacimiento 
Sexo Peso Temperatur

a 
Talla Apgar Semanas 

de 
gestación 

Parto 
vaginal 

Femenino  3.400 kg 36.9 C 51 cm 8/9 41 
Masculino 3.560 kg 36.9 C 51 cm 8/9 41 
Femenino  2.380 kg 37.2 C 46 cm 8/9 38 

Cesárea Masculino 3.295 kg 36.5 C 51 cm 8/9 38 
Masculino 2.700 kg 35.5 C 47 cm 8/8 40 
Masculino 3.655 kg 36.5 C 51 cm 8/9 42 

 

Tabla 2. Registro de datos de los recién nacidos. Se muestra la valoración del 

estado de salud del recién nacido con sus principales parámetros, éstos fueron 

evaluados entre los 5 y 10 minutos posteriores al nacimiento. 

 

 
 
 



Purificación de linfocitos T CD4+ 

 

Una vez obtenidas las muestras se realizó primero la purificación de células 

mononucleadas y posteriormente la purificación de linfocitos T CD4+, como se 

menciona en la metodología.  

Para evaluar la pureza de las muestras se realizó una doble tinción a los marcadores 

de membrana específicos para linfocitos CD4+ con anti CD4-APC y anti CD3-FITC, 

para células de memoria con los anticuerpos anti CD45RO-FITC y anti CD69-FITC 

para evaluar la activación de las células.  

A continuación, se muestra la estrategia de gating empleada para evaluar todas las 

muestras obtenidas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 5. Estrategia de gating. Selección de linfocitos T CD4+.  

En el panel A, se realiza la selección de células únicas (singuletes), excluyendo los 

dobletes. En el panel B, se muestra el segundo gate, se muestra scatter vs scatter. 

El tercer gate, se mide el tamaño vs la granularidad, permitiendo definir nuestra 

población celular, linfocitos T (Panel C). D) Cuarto gate, muestra la pureza de la 

muestra, en el cuadrante de las doble positivas CD4+ CD3+. 

A 

B 

C 

D 



Los porcentajes de pureza obtenidos para todas las muestras fueron entre el 90.8% 

y 97.8%, además que todas las muestras tuvieron un porcentaje menor de 5% de 

CD45RO y CD69, siendo ambos CD45ROlow y CD69low.  

 

 

 
 

Figura 6. Ejemplo de pureza de una muestra de cesárea.  A) Pureza obtenida 

después del uso del kit especializado de purificación RossetSep, para el aislamiento 

de linfocitos T CD4+. En el panel B se muestra un histograma de la tinción con 

CD45RO (rojo) en comparación la muestra sin teñir (azul). En el panel C, se muestra 

la tinción con CD69 (rojo) en comparación con la muestra sin teñir (azul). 

 
 
Estimulación de linfocitos T CD4+ 
 

Una vez obtenidas las muestras de linfocitos T CD4+, se prosiguió con la 

estimulación de ellos, tal como se menciona en la metodología. A todas las muestras 

se realizó una extracción de RNA con el protocolo de extracción con TRIzol. Para 

evaluar su integridad, se cargaron y corrieron en un gel de agarosa al 1% (figura 7). 

 

A 

B 

C 



 
Figura 7. Gel de Agarosa al 1%. En la figura 7 se muestra un gel de agarosa al 1% 

con el cual se evaluó la integridad del RNA de muestras de linfocitos TCD4+ y de 

PBMCs. (Figura representativa) 

 
En la figura 7 se muestran 3 muestras, de las cuales 2 muestran una buena 

integridad del RNA.  

 

 
Evaluación de la expresión de los genes diferencialmente expresados en el 

transcriptoma de neonatos nacidos por vía vaginal y cesárea 

  

Las qPCR en tiempo real fueron realizadas en la termocicladora de tiempo real 

StepOne Real-Time (Applied BiosystemsTM), utilizando placas de 48 pozos, las 

reacciones fueron preparadas utilizando los primers estandarizados, cDNA 

concentrado o diluido (diluciones 1:2 y 1:5), dependiendo el caso para cada gen. 

Cada muestra se corrió en duplicado y para cada gen, un control negativo con agua 

estéril. En ninguno de los genes hubo amplificación de los controles negativos, 

indicando que no hubo presencia de contaminaciones al momento de preparar las 

reacciones de PCR. Además de comprobar la integridad del RNA, se evaluó la 

eficiencia del cDNA, por lo que previo a su análisis en los genes de nuestro interés, 

se evaluaron con un gen de referencia, con el gen de la 𝛽2 microglobulina. En la 

tabla 3, se muestran los valores de CT (Cycle Threshold) del gen de referencia 𝛽2 



microglobulina con un threshold de 0.1. Para todas las muestras colectadas el CT 

de la 𝛽2 microglobulina fue entre 13.1 y 16.6. 

 

 

Tabla 3. Cycle Threshold de 𝜷2 Microglobulina en las muestras de linfocitos T 

CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal (3) y por cesárea (3). 

 

Una vez comprobada la eficiencia de la reacción de cDNA para cada muestra con 

el gen de referencia, se continuó con la evaluación de los genes.  

 

Primeramente, evaluamos los genes en estado basal para ver cómo es su expresión 

diferencial en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea y parto vaginal. En 

la gráfica 1 vemos esta comparación en los 6 genes de interés.  

En el caso de los genes sobreexpresados en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos 

por parto vaginal, se observa que sí hay tendencias a diferencias en cuánto al modo 

de nacimiento, así como se planteó en la hipótesis. ICAM1 y CD40 muestran una 

mayor expresión en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal, y 

TNFRSF4 en linfocitos T CD4+ de neonato nacido por cesárea.  Dónde sólo CD40 

alcanzó un nivel de significancia menor a 0.05. (p value > 0.05) 

En cuánto a los genes que se encuentran sobreexpresados en el transcriptoma en 

linfocitos T CD4+ de neonato nacido por cesárea, se observa que el gen KL9 no 

muestra diferencias en cuánto al modo de nacimiento, sin embargo, los genes 

MUESTRA ESTIMULO CT

PARTO 3 AGO CD3+CD28 16.3942795

PARTO 3 AGO SIN ESTIMULO 16.4007721

PARTO 21 AGOCD3+CD28 16.1206875

PARTO 21 AGOSIN ESTIMULO 16.5514523

PARTO 4 SEP CD3+CD28 15.528203

PARTO 4 SEP SIN ESTIMULO 13.1607065

CS 9 NOV CD3+CD28 16.2201443

CS 9 NOV SIN ESTIMULO 16.3099442

CS 23 NOV CD3+CD28 15.8976192

CS 23 NOV SIN ESTIMULO 16.167532

CS 28 NOV CD3+CD28 16.6825581

CS 28 NOV SIN ESTIMULO 15.4902859

B2M



RAPGEF6 y NOTCH2NLC sí, sólo éste último alcanza una diferencia significativa 

(p value > 0.05). Hay un aumento en la expresión de RAPGEF6 en linfocitos T CD4+ 

de neonato nacido por cesárea, tal como se observó en el análisis del transcriptoma. 

Por el contrario, el gen NOTCH2NLC muestra una mayor expresión en linfocitos T 

CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal.  

Cabe mencionarse que debido al número de muestras y la dispersión de los datos, 

no se alcanzaron diferencias estadísticamente significativas en la mayoría de los 

genes. 

 
 

Gráfica 1. Comparación de acuerdo al modo de nacimiento en muestras en 

estado basal. La expresión de cada gen fue normalizada con el gen de referencia 

B2M (𝛽2 microglobulina), los datos se presentan como el incremento en la expresión 

relativa de los genes en células en estado basal. Las cajas de bigotes representan 

la distribución, promedio y mediana de las muestras.  

*= p value > 0.05. Gráficas elaboradas con RStudio, usando las paqueterías ggplot2, 

gridExtra y dplyr. n= 3 



 

Posteriormente, se evaluó la expresión génica en muestras estimuladas por 24h con 

el estímulo anti-CD3/CD28 y se realizó una comparación de acuerdo al modo de 

nacimiento con los resultados obtenidos. En la gráfica 2, se observa nuevamente a 

los 6 genes de interés. Se observa que, de 6 genes, en 5 si hay tendencias a 

diferencias en su expresión en los linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto 

y cesárea (NOTCH2NLC, KLF9, RAPGEF6, CD40 e ICAM1), mientras que en 

TNFRSF4 no se observan diferencias en la expresión. En cuanto a los linfocitos T 

CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal hay un aumento en la expresión de los 

genes CD40 e ICAM1 (genes que se encuentran sobreexpresados en linfocitos T 

CD4+ en neonatos nacidos por parto vaginal), así como NOTCH2NLC y KLF9 

(genes que se encuentran sobreexpresados en linfocitos T CD4+ en neonatos 

nacidos por cesárea). Ahora hay un aumento considerable en la expresión de 

RAPGEF6 en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea. 

 
 

Gráfica 2. Comparación de acuerdo al modo de nacimiento en muestras 

estimuladas con CD3/CD28. La expresión de cada gen fue normalizada con el gen 



de referencia B2M, los datos se presentan como el incremento en la expresión 

relativa de los genes en células en estado basal. Las cajas de bigotes representan 

la distribución, promedio y mediana de las muestras.  

*= p value > 0.05. Gráficas elaboradas con RStudio, usando las paqueterías ggplot2, 

gridExtra y dplyr. n= 3 

 

Por último, se realizó un análisis comparando la expresión diferencial de genes en 

linfocitos T CD4+ neonatales en estado basal y estimulados con anti-CD3/CD28 para 

cada modo de nacimiento (Gráficas 3 y 4). En el caso del gen NOTCH2NLC (gráfica 

3), se observa que hubo una disminución en su expresión tras estimular los linfocitos 

T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea; en los linfocitos T CD4+ de neonatos 

nacidos por parto vaginal no se observan grandes diferencias en su expresión.  

Para el gen KLF9 (gráfica 3), sólo hay un aumento en su expresión en los linfocitos 

T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal, mientras que los linfocitos TCD4+ de 

neonatos nacidos por cesárea la expresión es prácticamente igual. El último gen de 

la gráfica 3, RAPGEF6 se observa que no hay diferencias en la expresión al 

estimular linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal, mientras que los 

linfocitos provenientes de neonatos nacidos por cesárea si hay. En la gráfica 4, se 

observan 3 genes que se encuentran sobreexpresados en el transcriptoma en 

linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal. En los 3 genes que se 

muestran TNFRSF4, CD40 e ICAM1, si hay un aumento en su expresión en 

linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal al estimularlos con anti-

CD3/CD28. Mientras que los linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea 

sólo los genes TNFRSF4 y CD40 si muestran un aumento en su expresión al ser 

estimulados. 

Nuevamente nos referimos a tendencias, ya que no se obtuvieron diferencias 

estadísticamente significativas. 



 

 

Gráfica 3. Comparación de la expresión de genes sobreexpresados en cesárea 

en muestras en estado basal y estimuladas con CD3/CD28. La expresión de 

cada gen fue normalizada con el gen de referencia B2M, los datos se presentan 

como el incremento en la expresión relativa de los genes en células en estado basal. 

Las cajas de bigotes representan la distribución, promedio y mediana de las 

muestras. 

*= p value > 0.05. Gráficas elaboradas con RStudio, usando las paqueterías ggplot2, 

gridExtra y dplyr. n= 3 

 

 



 
 

 

Gráfica 4. Comparación de la expresión de genes sobreexpresados en parto 

vaginal en muestras en estado basal y estimuladas con CD3/CD28. La 

expresión de cada gen fue normalizada con el gen de referencia B2M, los datos se 

presentan como el incremento en la expresión relativa de los genes en células en 

estado basal. Las cajas de bigotes representan la distribución, promedio y mediana 

de las muestras. 

 *= p value > 0.05. Gráficas elaboradas con RStudio, usando las paqueterías 

ggplot2, gridExtra y dplyr. n= 3 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo se evaluó la expresión de 6 genes de 10 que se habían 

planteado en un principio, debido a que no logramos obtener expresión en los otros 

4 genes. Dichos genes se escogieron porque se encontraron sobreexpresados en 

el transcriptoma de linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal y 

cesárea (Kempis-Calanis 2022). Los 4 genes que no se lograron evaluar como se 

mencionó en la sección de resultados, no amplificaron debidamente a pesar de que 

fueron rediseñados y probados en diversas condiciones del cDNA. El que no hayan 

amplificado se puede deber a las estrictas especificaciones con las que se 

diseñaron, ya que al momento de seleccionar los mejores diseños de cebadores, 

las opciones eran limitadas.   

Por otra parte, de los genes que fueron evaluados podemos remarcar que, 

los genes que se encuentran sobreexpresados en las células de neonatos nacidos 

por parto vaginal (ICAM1, CD40 y TNFRSF4) si hay un aumento en su expresión en 

presencia del estimulo anti-CD3/CD28. El que en estos genes haya un aumento en 

su expresión en presencia del estímulo, y el que haya una mayor expresión en los 

linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal, podría deberse a una 

respuesta más eficiente a la inflamación ya que estos genes están involucrados en 

los procesos regulatorios de la inflamación. 

Al evaluar los genes que se encontraron sobreexpresados en el 

transcriptoma en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea obtuvimos un 

resultado ineperado.  Encontramos que el gen de NOTCH2NLC se encontró 

sobreexpresado en los linfocitos provenientes de neonatos nacidos por parto 

vaginal.  Aunque las técnicas de secuenciación masiva y RT-qPCR miden la 

expresión génica, hay que considerar que tienen diferencias importantes en tanto al 

tamaño del amplicón que se evalúa.  Los reads de la secuenciación masiva que 

usamos miden alrededor de 75 bases, mientras que en los primers para el PCR son 

amplicones de alrededor de 200 bases y consideran saltos de exón, es decir el 

mRNA maduro.  Es posible encontrar diferencias entre estas dos técnicas, porque 

la secuenciación masiva sólo considera que haya transcripción, mientras que en el 



RT-qPCR ya está considerada la maduración del mRNA y su estabilidad, ambos 

procesos celulares muy regulados. Existen elementos reguladores en el mRNA que 

no son evidentes de tan solo de ver la secuencia, éstos se encuentran codificados 

por las modificaciones químicas de los nucleótidos en el mRNA, un ejemplo es m6A, 

que es el nucleótido químicamente modificado más abundante en el mRNA, 

implicado como regulador maestro en muchas vías de señalización celular, splicing, 

modificaciones epigenéticas y en la estabilidad del mRNA.52 

En la hipotesis se planteó que los genes que se encuentran sobreexpresados 

en células de neonato nacido por cesárea tendrían un efecto diferente al planteado 

en los genes de parto, para el gen KLF9, se hipotetizó que habría una disminución 

al estimular las células, no obstante la expresión de este gen se mantuvo constante. 

Es posible que el tiempo de estimulación no fue suficiente para observar cambios, 

por lo que, al aumentar el tiempo de estimulación pudieramos observar algún 

cambio en la expresión de KLF9. También es posible que se mantenga esta 

expresión y que la mayor proliferación de las células de neonatos nacidos por 

cesárea sea independiente a su posible regulación negativa por KLF9. 

  También en la hipótesis se propuso que los linfocitos T CD4+ de neonatos 

nacidos por cesárea se observaría un incremento en la expresión de RAPGEF6 y 

NOTCH2NLC. Si bien si hubo un incremento en la expresión del gen RAPGEF6, en 

el gen NOTCH2NLC, fue el caso contrario, hubo una disminución. En los linfocitos 

T, Notch tiene un rol importante en la diferenciación celular en las diferentes etapas 

del desarrollo, además tiene una función reguladora en la diferenciación de los 

fenotipos de los linfocitos T, hacia los fenotipos Th1 o Th2, esto dependiendo de la 

naturaleza de las citocinas presente y los ligandos de Notch involucrados.47 En 

investigaciones recientes, se ha demostrado que al estimular T CD4+ vírgenes con 

anti-CD3 y anti- CD28 hay una disminución en la expresión de los ligandos de Notch 

ya que CD3 actúa como un regulador negativo, mientras que CD28 regula 

positivamente su expresión48. Lo cual es consistente con los resultados mostrados 

donde tanto en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por parto vaginal y cesárea 

hay una disminución de la expresión de este gen en las células estimuladas con 

CD3/CD28. Ahora, la activación de NOTCH parece ser independiente a sus ligandos 



(tipo delta o Jagg), sin embargo se ha demostrado que en linfocitos T CD4+ hay una 

regulación selectivamente positiva por los ligandos del tipo delta que favorecen la 

diferenciación hacia el tipo Th1,47 por lo que esto podría explicar el por qué hay una 

mayor expresión de NOTCH2NLC en las células de neonato nacido por parto 

vaginal. En trabajos de investigación del laboratorio, se ha demostrado que los 

linfocitos de neonatos nacidos por parto vaginal tienen un perfil más tolerogénico en 

comparación con los linfocitos de neonatos nacidos por cesárea. 

 Al evaluar el gen TNFRSF4 (también llamado OX40 y CD134), que se 

encuentra sobreexpresado en el transcriptoma de linfocitos T CD4+ de neonatos 

nacidos en parto vaginal, se observa que hay un aumento en la expresión de este 

gen en linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea, esto en estado basal. La 

explicación a esto podría ser porque en los linfocitos T CD4+ vírgenes las señales 

de OX40-OX40L (ligando de OX40), dirigen preferentemente a través de la 

producción de interleucina 4 (IL-4) la diferenciación hacia el fenotipo Th2. Los 

linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por cesárea tienen una tendencia hacia el 

fenotipo Th2, esto se ha observado en trabajos del laboratorio. Una vez activadas 

los linfocitos T, las señales de OX40-OX40L son capaces de generar una señal 

coestimuladora fuerte potenciando ambas respuestas efectoras, tanto Th1 como 

Th2, lo cual es coherente con lo observado una vez estimuladas las células.51  

 Por último, el P value es el valor comúnmente utilizado para evaluar e 

interpretar datos en la invesitgación biomédica. Una muestra pequeña puede 

impactar negativamente en este valor, por lo que cabe mencionar que es necesario 

aumentar el número de muestras de sangre de cordón umbilical para obtener 

valores estadísticos. Sin embargo, el valor P es más bien considerado como un 

espectro, no una métrica binaria significativa o no significativa, por lo que se debe 

considerar el tamaño de la muestra, la magnitud del efecto, el error sistemático y 

aleatorio en conjunto con el valor P en sí.49 En este respecto, el aumento en el 

tamaño de la muestra sería importante para observar si las tendencias observadas 

son efectivamente diferencias significativas. 

 

 



CONCLUSIÓN 

 

En esta tesis sugerimos que el modo de nacimiento sí tiene un impacto sobre la 

expresión de los genes, tanto a nivel basal, como en presencia del estímulo 

CD3/CD28. 

Los genes que se encontraron  sobreexpresados en linfocitos T CD4+ de neonatos 

nacidos por parto vaginal (CD40, TNFRSF4 e ICAM1) sí tienen una mayor expresión 

cuando son estímulados en células provenientes de neonatos nacidos por parto 

vaginal, y en comparación con los linfocitos T CD4+ de neonatos nacidos por 

cesárea.  

El gen NOTCH2NLC tuvo una expresión basal mayor en los neonatos nacidos por 

parto vaginal que en aquellos nacidos por cesárea, este resultado es opuesto al 

observado en el transcriptoma. 

El gen NOTCH2NLC tiene una mayor expresión en estado basal que en estado 

estimulado, debido a que al estimular el TCR con CD3, éste actúa como regulador 

negativo en Notch, lo que pudiera disminuir su expresión. 

 

Los genes RAPGEF6 y KLF9 se encuentran relacionados a la diferenciación, 

mantenimiento y adhesión celular, éstos están expresados en una mayor (RAPGEF) 

o igual proporción (KLF9) en linfocitos T CD4+ estimulados de neonatos nacidos por 

cesárea en comparación con los de parto.  

 

La expresión diferencial de los genes evaluados podría deberse a la exposición 

diferencial de niveles de oxígeno, hormonas y estrés, en el proceso de nacimiento 

vaginal. Que pudieran tener un impacto en el epigenoma y por lo tanto provocar 

diferencias en la expresión de genes. 

 

A manera de conclusión, se logró llevar a cabo toda la metodología y obtener 

resultados relevantes que pudieran ser útiles para futuras investigaciones, y así 

elucidar preguntas sobre cómo el modo de nacimiento afecta la respuesta inmune 

del bebé.  
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