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RESUMEN.

La lactancia materna es la forma ideal de aportar a los nifios pequefos los
nutrientes que necesitan para un crecimiento y desarrollo saludables.
Practicamente todas las mujeres pueden amamantar, siempre que dispongan de

buena informacién y del apoyo de su familia y del sistema de atencién de salud.

La leche materna es inocua; sin embargo, no solo debe ser considerada como la
fuente principal de alimento para el bebe sino como proveedora de inmunidad. A
través de la leche materna se transfieren componentes humorales y células de
estirpe inmunoldgica al neonato lactante que lo protege de las enfermedades mas
frecuentes en la infancia como la diarrea y la neumonia, que son las dos causas
principales de mortalidad en la nifiez alrededor del mundo. El avance en el
conocimiento de los mecanismos inmunitarios tanto humorales como celulares ha
cambiado notablemente, en los afios 70 se empezdé a caracterizar los
componentes humorales (anticuerpos) que se encontraban presentes en la leche
materna, sin embargo, actualmente se sabe que ademas de anticuerpos se
encuentran células de estirpe inmunitaria, en los primeros estudios se han
identificado linfocitos y macréfagos, pero aun se desconoce su participacion y
como estas células pueden proveer de inmunidad al neonato. El presente estudio
se evaluardn el porcentaje de las sub-poblaciones de linfocitos T cooperadores
(Th) Th1, Th2, Th17 y linfocitos T reguladores (Treg) y las sub-poblaciones de
linfocitos B mediante Citometria de Flujo Multiparamétrica en los diferentes
estadios de maduracion de la leche materna de madres con nacimientos a término

y pretérmino.
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INTRODUCCION.

Durante los ultimos decenios se han seguido acumulando pruebas sobre las
ventajas sanitarias de la lactancia materna, sobre la que se han elaborado
numerosas recomendaciones. La OMS puede afirmar ahora con plena seguridad
que la lactancia materna reduce la mortalidad infantil y tiene beneficios sanitarios

que llegan hasta la edad adulta.

La leche materna es el primer alimento natural de los nifios, proporciona toda la
energia y los nutrientes que necesitan durante sus primeros meses de vida y sigue
aportandoles al menos la mitad de sus necesidades nutricionales durante la

segunda mitad del primer afo y hasta un tercio durante el segundo afo de vida

(1).

La leche materna promueve el desarrollo sensorial y cognitivo, ademas de
proteger al bebé de enfermedades infecciosas y cronicas. La lactancia natural
exclusiva reduce la mortalidad infantil por enfermedades de la infancia, como la
diarrea o la neumonia, y favorece un pronto restablecimiento en caso de
enfermedad. Asi mismo, menor prevalencia de desordenes inflamatorios del
intestino (Crohn), diabetes tipo |, en neonatos e infantes alimentados al seno
materno; comparado a grupos de niflos no alimentados Ademas la lactancia
natural contribuye a la salud y el bienestar de la madre, ayuda a espaciar los
embarazos, disminuye el riesgo de cancer ovarico y mamario, incrementa los
recursos de la familia y el pais, es una forma segura de alimentacion y resulta

inocua para el medio ambiente (2).

La leche materna es un fluido biolégico complejo y especifico para las
necesidades del neonato compuesto por lipidos, carbohidratos, minerales,
proteinas (muchas de las cuales se sabe tienen propiedades inmunoldgicas) y

moléculas con bioactividad (como vitaminas y factores inmunomoduladores) (3).
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CLASIFICACION DE LA LECHE HUMANA.

La leche puede ser clasificada en tres estadios como: calostro, leche de transicion
y leche madura, de acuerdo a su composicidon y tiempo en la cual se produce.
Cada uno de estos tipos de leche expresa concentraciones diferentes de
nutrientes y esta composicion depende directamente de la condicion nutricional de

la madre durante el embarazo y de la alimentacion en el transcurso de la lactancia.

El calostro se produce los primeros cuatro dias después del parto, es un liquido
amarillento por la presencia de beta-carotenos, tiene alta densidad, contiene una
menor cantidad de lactosa, lipidos y vitaminas hidrosolubles comparada con la
leche madura. Aporta una gran cantidad de proteinas (inmunoglobulinas y
lactoferrina), vitaminas liposolubles, sodio, zinc y una gran cantidad de linfocitos y

macrofagos (4).

IgA oG IgM
Dia  (mg100ml)  (mg/00mL) (mg/100 mL)
1 600 80 125
2 260 45 65
3 200 35 58
4 80 16 30

Tabla 1.- Concentracion de inmunoglobulinas en calostro

La leche de transicion se produce entre el cuarto y catorce dias posparto, esta
leche presenta un aumento del contenido de lactosa, lipidos, carbohidratos y
vitaminas hidrosolubles y una disminucion en las proteinas y vitaminas
liposolubles. Estos cambios ocurren bruscamente, y se estabilizan alrededor de
los 14 dias, en esta etapa se producen de 600 a 750 ml por dia (4).
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La leche madura se produce a partir del dia catorce en un volumen promedio de

700 a 800 ml por dia y sus principales componentes son agua, carbohidratos,
lipidos, proteinas, aminoacidos libres, que el recién nacido no es capaz de
sintetizar, necesaria para conjugar los acidos biliares y funcionar como
neurotransmisor. También se encuentran presentes las inmunoglobulinas IgA, 19G
e IgM (4).

Existen asimismo, otras proteinas en concentraciones bajas, tales como enzimas
moduladores del crecimiento y hormonas.
e Lisozimas: Son factores antimicrobianos no especificos, con accién
bactericida contra entero bacterias y bacterias Gram positivas.
e Vitaminas: La leche humana contiene todas las vitaminas. Existen
variaciones en las hidrosolubles, dependiendo de la dieta de la madre.
e Minerales y elementos traza: Las cantidades que se encuentran son

suficientes para las necesidades del lactante.

Vitamina (pg) Calostro L eche madura
A 151 75
B1 1.9 14
B2 30 40
Ac. nicotinico 75 160
Ba 12-15
Ac. pantoténico 183 246
Biotina 0.06 0.6
Ac. folico 0.05 0.14
B12 0.05 01
c 59 5

D = 0.04
E 1.5 0.25
K - 1.5
Energia Kecal. 57 65
pH - 7.0

Tabla 2.- cantidad total de vitaminas en calostro y leche madura.

La leche pre término se producen durante los primeros meses con un contenido
mayor de sodio, proteinas y lactoferrina; sin embargo contiene menor cantidad de

lactosa, calcio y fésforo por lo que estas sustancias deben ser suplementadas (3).
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PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA LECHE MATERNA.

La lactancia materna mantiene el vinculo inmunoldgico materno-fetal después del
nacimiento, puede favorecer la transmision de la inmunocompetencia de la madre
a su bebé, y se considera un importante factor que contribuye al sistema de
defensa inmune neonatal durante un periodo delicado y crucial para el desarrollo
inmunoldgico. Varios estudios han informado que la lactancia materna, debido a la
actividad antimicrobiana frente a varios virus, bacterias y protozoos, puede reducir

la incidencia de la infeccién de los recién nacidos.

La lactancia materna proporciona la proteccion mas eficiente para el neonato
mientras su sistema inmune se desarrolla, incluyendo una extensa variedad de
moléculas con funciones inmunoprotectoras (5). Estas moléculas comprenden IgA,
acidos grasos, lactoferrina, a-lactoalbumina, lisosima, oligosacaridos, citocinas y
antioxidantes, por nombrar algunas (6). Por lo que podemos clasificar a los

componentes inmunitarios por su naturaleza en 2 tipos: celulares y humorales.

Tabla 3.- Componentes humorales y celulares presentes en la leche materna.
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COMPONENTES HUMORALES PRESENTES EN LA LECHE HUMANA.

LACTOFERINA

La lactoferrina (Lf) es una glicoproteina que se encuentra en las secreciones
exocrinas, sangre y leucocitos Compite por el hierro con microorganismos
dependientes del hierro, especialmente E. Coli, resistente a la actividad

proteolitica. (7).

LISOZIMA

La lisozima humana es un polipéptido compuesto por 125 aminoacidos con un
peso molecular de 14,000 Da, su actividad consiste en hidrolizar la pared
bacteriana al romper la union B1-4 de los proteoglicanos, activar las autolisinas
bacterianas y bloquear la adherencia entre otras. La concentracion en leche
materna varia durante la lactacion de 80 ug/mL durante los primeros dias, cae a
25-30 ug/mL al mes, y se incrementa hasta 245 ug/mL después de los 6 meses de

lactacion (7).

INMUNOGLOBULINAS

La principal inmunoglobulina es la IgA; su funcién consiste en proteger a través de
neutralizacion de toxinas y/o factores de virulencia (patégenos), inmovilizacion de
adherencia a las células epiteliales las mucosas del recién nacido.La mayor parte
de la IgA es producida por el mecanismo bronco-entero-mamario como reaccién a
los gérmenes con los que la madre ha tenido contacto. Esta inmunoglobulina
también es producida en la glandula mamaria (4). La IgA de secrecién es mas
resistente a la digestion de proteasas del intestino (tripsina, y quimiotripsina)
comparada a otras inmunoglobulinas (IgM, IgG). La subclase (IgA2) es alta en
leche materna También se encuentran presentes inmunoglobulinas IgG, IgM en

menores cantidades (8). .

Pagina 10 de 46



lgA lgG IgM
Dia (mg/100 mL) (mgHO0mL)  (mg/100 mL)

1 600 80 125
2 260 45 65
3 200 39 o8
4 80 16 30

Tabla 4.- Concentracion de inmunoglobulinas en calostro

FACTOR BIFIDO

El factor bifido es un carbohidrato especifico que en presencia de lactosa
promueve la colonizacion intestinal por lactobacilo acidofilo, este a su vez genera
un pH acido el cual dificulta el desarrollo de E. coli y hongos como Candida

albicans (8).

INTERFERON
Son un grupo de potentes estimuladores de la citotoxicidad de los leucocitos en

ausencia de anticuerpos, con un potente actividad antiviral (9).

CITOCINAS

Los niveles de citocinas se determinaron a ser alta en el calostro y la leche
transitoria de las madres de los recién nacidos pre-término, mientras que sus
niveles se han reducido drasticamente en el dia 21, pero los niveles de citoquinas
fueron significativamente menores en comparacién con el calostro de madres de

recién nacidos maduros (10).
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COMPONENTES CELULARES PRESENTES EN LA LECHE HUMANA.

Estudios epidemiolégicos realizados en los ultimos 30 afios apoyan fuertemente el
hecho de que la alimentacion provista por el seno materno evita infecciones en los
neonatos, sobre todo aquellas que afectan al tracto gastrointestinal y al
respiratorio. Las células de la leche materna comprenden los macrofagos, los
leucocitos polimorfonucleares (PMN) y los linfocitos "B" y "T". Sin embargo, de la

actividad de los elementos celulares de la leche se sabe todavia muy poco.

LEUCOCITOS

La leche materna también contiene leucocitos derivados del torrente sanguineo
que se cree son transportados a la leche por la via paracelular. El contenido de
leucocitos del calostro varia entre un 13.2 — 70.4% de las células totales (10,000-
13,000,000 células por mL). La poblacién de leucocitos de la leche materna

incluye granulocitos, linfocitos, monocitos y macréfagos.

MACROFAGOS

Son las células que estan en mayor cantidad (80%) y contienen a su vez IgA,
lisozima y lactoferrina (8). La concentracién de todos estos elementos es mayor en
el calostro que en la leche madura, pero se compensa por el mayor volumen de
leche, de manera que la cantidad total se mantiene relativamente constante
durante toda la lactancia. Las actividades de los macrofagos se han demostrado

tanto en el calostro fresco como en el cultivo de células calostrales (11).

POLIMORFONUCLEARES

Son células con marcada actividad fagocitica y que se encuentran en la leche
materna normalmente en cantidades minimas. Las funciones asociadas con la
fagocitosis son limitadas en relacion con los granulocitos neutréfilos periféricos. El

calostro contiene alrededor de 105 a 5 x 106 leucocitos/mL, de los cuales del 40 al
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60 % son polimorfonucleares. En la leche madura el numero de células es menor,

alrededor de 105 leucocitos/mL con el 20-30 % de polimorfonucleares (12).

LINFOCITOS

Los linfocitos son células que reconocen a los antigenos extrafios de manera
especifica y responden contra ellos, por lo que constituyen los mediadores de la
inmunidad humoral y celular. Existen distintas subpoblaciones que difieren en la
forma de de reconocer el antigeno y sus funciones. De la poblacion de linfocitos,

un 83% son linfocitos T y un 4 — 6% son linfocitos B (3).

LINFOCITOS B

Son las unicas células capaces de producir anticuerpos. Reconocen los antigenos
extracelulares incluso sobre su propia superficie y se diferencian en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos por loe que actuan como mediadores de la

inmunidad humoral (15).

Existen diferentes subpoblaciones de linfocitos B maduros con capacidades para

producir anticuerpos: (13)

1) Linfocitos foliculares también conocidos como linfocitos B foliculares, linfocitos
B2 o linfocitos BO.

2) Linfocitos B de zona marginal esplénica.

3) Linfocitos B1

En la leche matena término comprenden una pequefa parte del total de las células
presentes en la leche materna y pueden ser identificadas por la presencia de

inmunoglobulinas de superficie marcadas como IgA, IgG e IgM.

El 50 % de los linfocitos B de la leche materna presentan anticuerpos IgA en su
superficie, mientras que en la sangre la proporcion es del 17 %. En estudios
realizados sobre el efecto de la leche materna en la funcién de los linfocitos B
demostraron que el calostro desnatado, filtrado y libre de células, al igual que la
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leche madura exhibe un aumento en la proliferacion y generacioén de la secrecion
de anticuerpos de los linfocitos B. Esto sugiere un mecanismo inmunoldgico

importante (14).

LINFOCITOS T

Los linfocitos T regulan la inmunidad celular, reconocen los antigenos de los
patdogenos intracelulares y sirven para destruir a dichos microorganismos o a la
célula infectada, estas células presentan una afinidad restringida hacia los
antigenos, reconocen a los antigenos asociados a una superficie celular pero no a

los antigenos solubles.

Los linfocitos T tienen subclases como: (15).
1. Linfocitos T cooperadores (CD4) se pueden diferenciar en:

e Linfocitos Ty 1 (secretan TNF-y).
e Linfocitos T2 (secretan IL-4 e IL-5).
e Linfocitos T,17 (secretan IL-17).

2. Linfocitos T citotoxicos (CD8) liberan granzimas y perforina

Aunque se desconoce la funcion de los linfocitos T en la leche materna, se infiere
que contribuyen a la defensa de las glandulas mamarias contra infecciones virales
(16). Los linfocitos T de la leche materna, en comparacién con los linfocitos T
sanguineos, presentan disminucion de la proliferacion frente a diferentes senales

de activacion y minima citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (17).

Los linfocitos T pueden ser cooperadores (CD4+) o citotdéxicos (CD8+). La via de
activacién de los linfocitos T CD4+ virgenes determina la produccion de células
efectoras dotadas de diferentes perfiles funcionales. Las células efectoras Th1
producen IFN-y e inducen la activacion de macréfagos. Las células efectoras Th2
producen IL-4, IL-5 e IL-13, e inducen la movilizacion y activacion de eosindfilos y
mastocitos, favoreciendo la produccion de anticuerpos de clase IgE. Las células

efectoras Th 17 producen IL-17, IL-21 e IL-22 y promueven la produccion,
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movilizacion e infiltracion de neutrofilos. Las células Th1 y Th17 median el
desarrollo de patologias autoinmunes, mientras que las células Th2 cumplen un

papel clave en el desarrollo de los fendbmenos alérgicos.

Los linfocitos T reguladores (Treg), por su parte, median un efecto supresor sobre
la activacion de las diferentes poblaciones de linfocitos T y sobre los linfocitos B, a
fin de controlar la actividad de las clonas de T y B autorreactivas presentes en la

periferia y modulan el desarrollo de la respuesta inmunitaria antiinfecciosa (19).

Los linfocitos T CD8+ suelen mostrar menor plasticidad que los linfocitos T CD4+.
La activacion de los linfocitos T CD8+ virgenes conduce a la produccion de células
efectoras con dos funciones principales; citotoxicidad y produccion de citocinas

inflamatorias (18).

Se ha descrito que los leucocitos presentes en la leche materna fresca estan
activados; lo cual sugiere que le confieren una inmunidad activa al neonato. Por
otro lado, se piensa que los leucocitos de la leche materna protegen a la glandula
mamaria de infecciones durante la lactancia y se ha descrito que si el neonato
esta cursando alguna infeccidbn se incrementa el numero de leucocitos y
macrofagos en la leche materna pero cuando se resuelve la infeccidon disminuyen

las poblaciones significativamente (3).

CELULAS EPITELIALES

Ademas de su composicidn bioquimica, la leche materna contiene células de
origen materno que se encuentran vivas en la leche fresca, sugiriendo que éstas
podrian tener funciones especificas en el neonato. El calostro y la leche de
transicion frecuentemente contienen mas células que la leche madura. Aunque las
células maternas son el componente de la leche que mas se ha estudiado, se
desconocen sus propiedades y las variaciones inter- e intra-individuales (3).
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Las células epiteliales son responsables tanto de la estructura como de la funcién
de la glandula mamaria lactante y representan mas del 99% del componente
celular de la leche materna. La mayoria de las células epiteliales son viables en la
leche fresca y pueden ser propagadas en cultivo primario. El desprendimiento de
estas células puede ser pasivo debido al estrés asociado con la sintesis y
secrecion de la leche, la expansion de los lobulillos provocada por la entrada y
salida de leche y el vacio aplicado a la glandula mamaria durante la remocion de
la leche ya sea por el neonato o por la succion con bomba de vacio. También se
ha sugerido que el desprendimiento de las células epiteliales sea debido a un
fendmeno activo relacionado con cambios genéticos en las células que modifican

su fenotipo, haciéndolas moviles (3).

En la glandula mamaria lactante existen dos tipos de células epiteliales: las células
epiteliales que delimitan el lumen del lobulillo, de las cuales unas cuantas se
diferencian a lactocitos, y las células epiteliales ductuales que delimitan el lumen
de los ductos. Los lactocitos se caracterizan porque expresan proteinas de la
leche (como B-caseina, a-lactoalbumina, lactoferrina), citoqueratina 18 (CK18) y
por la presencia de depodsitos de grasa. Las células epiteliales ductuales no

producen proteinas de la leche y expresan CK19 (3).

Ademas de las células, también se deben considerar algunos componentes
celulares como RNAs de transferencia y microRNAs, que estan presentes en la
leche materna y son transferidos al neonato embebidos en microvesiculas. Que

podrian regular la transcripcidn y expresion génica en el neonato (18).
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CONSIDERACIONES EN NUETRO PAIS DE ACUERDO A LA NORMA OFICIAL
MEXICANA (23).

Por lo anterior la OMS recomienda la lactancia materna exclusiva durante seis
meses, la introduccion de alimentos apropiados para la edad y seguros a partir de

entonces, y el mantenimiento de la lactancia materna hasta los 2 afios 0 mas.

Para lo cual, toda unidad médica de atencidén obstétrica debera tener criterios y
procedimientos para la proteccién y fomento de la lactancia materna exclusiva,
atendiendo las condiciones sociales, culturales y laborales de la mujer lactante.
Estos criterios y procedimientos deben ser la base para la capacitacion del

personal e informacion a las madres.

La atencion a la madre durante la lactancia, debe comprender la vigilancia
estrecha de la prescripcion y uso de medicamentos con efectos indeseables en el
nifio. EI médico responsable de la atencidn de la madre debe informar al médico
responsable de la atencion del recién nacido, cuando sean diferentes, del empleo

de cualquier medicamento en la madre durante el puerperio.

Las unidades médicas deben ofrecer las condiciones para que las madres puedan
practicar la lactancia materna exclusiva, excepto en casos medicamente
justificados. Debera informarse diariamente a embarazadas y puérperas acerca de
los beneficios de la lactancia materna exclusiva y los riesgos derivados del uso del
biberdn y leches industrializadas. No permitiendo la distribucion ni la promocion de
sucedaneos de la leche materna. Quedando sujeta la entrega y/o indicacién de
sucedaneos de la leche materna a menores de cuatro meses, unicamente bajo
prescripcidon médica y con justificacion por escrito, en las unidades de atencién de
parto y en las de consulta externa. Quedando lo anterior estipulado en 1981 en el
“Cadigo internacional para regular la comercializacion de sucedaneos de la leche

materna”.
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

La leche materna es el alimento ideal para los recién nacidos y los lactantes, pues
aporta todos los nutrientes que necesitan para un desarrollo sano. Es inocua y
contienen anticuerpos que ayudan a proteger a los lactantes de enfermedades
frecuentes de la infancia como la diarrea y la neumonia, que son dos causas
principales de mortalidad en la nifiez en todo el mundo. La leche materna es un

producto accesible lo que garantiza que el lactante tenga alimento suficiente.

Ademas de los beneficios inmediatos para los nifios, la lactancia materna propicia
una buena salud durante toda la vida. Los adolescentes y adultos amamantados
de niflos tienen menos tendencia a sufrir sobrepeso u obesidad. Son también
menos propensos a sufrir diabetes de tipo 2 y obtienen mejores resultados en las

pruebas de inteligencia.

En los afios setenta, emerge el concepto de inmunidad pasiva proveniente de la
leche materna; debido a la deteccion de leucocitos viables e inmunoglobulinas
contenidas en la leche materna de humano. Sin embargo es facil entender la
participacion de la transferencia de anticuerpo pero se desconoce la participacion

de las células inmunitarias y como estas pueden proveer de inmunidad al neonato.

Actualmente se cuentan con tecnologias que permiten el analisis de diferentes
marcadores intracelulares y de membrana en las células que han logrado clasificar
a las poblaciones de linfocitos T de acuerdo a sus funciones como la respuesta
Th1, Th2, Th17 y Treg. Por otro lado se encuentra reportado que el recién nacido
presenta un estado de inmunosupresion debido a que aun se esta desarrollando
su sistema inmunitario y la fuente principal de proteccidn es por parte de la madre.
Por lo que es necesario conocer los componentes celulares presentes en los

diferentes estadios de maduracién de la leche en partos a término y pretérmino.
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Sin embrago, a pesar de conocerse los multiples beneficios que la lactancia
materna aporta, aun no se conocen completamente las caracteristicas
inmunoldgicas de la misma en sus diferentes etapas, por lo que este estudio
pretende contribuir a comprender las caracteristicas inmunolégicas de la misma en

nuestra poblacion.

El presente estudio evalu6 el porcentaje de las sub-poblaciones de linfocitos T
cooperadores (Th) Th1, Th2, Th17 y linfocitos T reguladores (Treg) y las sub-

poblaciones de linfocitos B mediante Citometria de Flujo Multiparamétrica.
El conocimiento generado con la realizacion de esta investigacion abrira una

nueva ventana para la busqueda de nuevos biomarcadores de buen prondstico en

el desarrollo del neonato.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Cudles seran las -caracteristicas inmunoldgicas (tipo y cantidad de linfocitos)
presentes en las diferentes etapas de la leche materna (calostro, leche de transicion y

leche materna madura) de recién nacidos prematuros y a término?
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OBJETIVOS.

Objetivo general

Identificar y caracterizar fenotipicamente a las sub-poblaciones de linfocitos T,

linfocito B y macréfagos durante los estadios de la leche materna de mujeres que

tuvieron nacimientos a término y pretérmino mediante citometria de flujo

multiparametrica.

Objetivos particulares
Cuantificar los linfocitos T  (CD25+/CD3+/CD4+/CD8+) vy B
(CD25+/CD3+/CD45+/CD19+) presentes en los diferentes estadios de la

leche materna a término y pretérmino.

Determinar las sub-poblaciones de linfocitos T (Th1, Th2, Th17 y T reg) y B

en los diferentes estadios de la leche materna a término y pretérmino.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUCIO
Estudio descriptivo, observacional, transversal y prospectivo de las células
inmunitarias presentes en los diferentes estadios de la leche materna provenientes

de madres con nacimientos a término y pretérmino.

El cual se realizé conforme a los lineamientos de la Declaraciéon de Helsinki, la Ley
General de Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
Investigacion para la salud y todas las demas disposiciones aplicables, cuyo
objeto es evaluar las células del Sistema Inmunitario y componentes humorales
presentes en los diferentes estadios de la leche materna provenientes de madres

con nacimientos a término y pretérmino.

UNIVERSO DE ESTUDIO

Todas las mujeres lactantes que acudieron al Hospital Juarez de México entre el

1ro de mayo y el 31 de julio del 2015.

TAMANO DE LA MUESTRA

Treinta mujeres lactantes que acudieron al Hospital Juarez de México entre el 1ro

de mayo y el 31 de julio del 2015.
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CRITERIOS DE INCLUSION

e Mujeres en el inicio de lactancia de 18 a 40 afios de edad.

e Mujeres con nacimiento a través de parto o cesarea a término o pretérmino.

CRITERIOS DE NO INCLUSION

e Mujeres con alguna inmunodeficiencia primaria o secundaria.
e Mujeres con diagndstico de cancer.

¢ Mujeres con tratamiento con inmunosupresores.

CRITERIOS DE ELIMINACION

e Muestra insuficiente para ser analizada (menos de tres mL).
e Mujeres que durante el estudio presenten alguna patologia relacionada con la
lactancia.

e Mujeres que decidan retirarse del estudio.
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VARIABLES DE ESTUDIO Y SU OPERACIONALIZACION

VARIABLE DEFINICION TIPO ESCALA | ESCALA DE
OPERACIONAL MEDICION
Linfocitos T | Células que expresan los | Cuantitativa | Continua | Porcentaje
cooperadores marcadores CD45+, CD3+
CD4+.
Linfocitos T | Células que expresan los | Cuantitativa | Continua | Porcentaje
citotdxicos marcadores CD45+, CD3+
CD8+.
Linfocitos B Células que expresan el | Cuantitativa | Continua | Porcentaje
siguiente fenotipo CD45+,
CD3- CD19+.
Macrofagos Células del sistema inmune | Cuantitativa | Continua | Porcentaje
cuya funcién principal es la
fagocitosis y presentacion de
antigenos. Expresan CD14+.
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INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION Y PRUEBAS ESTADISTICAS

Analisis descriptivo.

Se realiz6 una descripcidon de las principales variables recogidas en el estudio, se
calcularon medidas de tendencia central y dispersion (media, desviacion estandar,
mediana, moda, percentiles) para las variables cuantitativas y frecuencias

absolutas y relativas para las cualitativas.

Para las variables cuantitativas se aplico el test t-Student para muestras
independientes o Mann-Whitney en caso de no normalidad. Para las cualitativas,
el tes chi-cuadrado de Pearson o Fisher para las que no cumplieron los criterios de
aplicacion. Para comprobar la hipotesis de normalidad de las diferentes variables

se utilizo el test de Kolmogorov-Smirnov

Analisis multivariante

Se realizé un analisis mediante regresién logistica. Se introdujeron en el modelo
las variables que resultaron estadisticamente significativas, ademas de las
clinicamente relevantes. Utilizando el método de seleccidén de variables por pasos
sucesivos, considerando en cada paso una probabilidad de entrada de 0.05, y

0.10 para salida.

Para todos los test se consideré un nivel de significacion de 0.05. El software
estadistico utilizado fue el SPSS 20.0.

Analisis multiparamétrico de las poblaciones y sub-poblaciones de linfocitos vy
macrofagos.

La muestra de leche materna fue centrifugada para obtener el paquete celular el
cual fue lavado en tres ocasiones con 3 mL de solucion amortiguada de fosfatos
(PBS) y finalmente se re-suspendido en 0.5 mL de PBS y procediendo a realizar el
marcaje de moléculas de superficie con diferentes anticuerpos marcados con
diferentes fluorocromos en diluciones previamente estandarizadas, siguiendo los

procedimientos de operacidn para el marcaje celular para Citometria de Flujo.

Pagina 25 de 46



CONSIDERACIONES ETICAS.

RIESGOS DE ESTUDIO.

El presente estudio se encuentra clasificado como de riesgo menor al minimo, de
acuerdo al articulo 17 del Reglamento en Materia de Investigacion de la Ley
General de Salud, debido a que se empledé una minima fraccién de la leche
materna que convencionalmente se recibié del Banco de Leche Materna del
Hospital Juarez de México previa aceptacion de participar en el estudio bajo

informacion por el Investigador Principal.

MANEJO DE INFORMACION PERSONAL Y MUESTRAS.

Durante el estudio los datos de salud fueron considerados datos personales
sensibles. Esta informacion forma parte del Expediente Clinico general del
paciente y fue manejado conforme con la NORMA Oficial Mexicana NOM-004-
SSA3-2012, Del expediente clinico, publicada en el Diario Oficial de la Federacién
el 15 de Octubre del 2012. A su vez, todo el personal médico y cientifico
involucrado en el desarrollo de este estudio obtuvo el deber de confidencialidad
respecto de los datos personales de los participantes en el estudio, en particular,
sobre aquellos que pudieran facilitar la identificacion del titular de los datos
personales. El Investigador Principal fue el responsable del tratamiento de los
datos personales de los participantes, la cual incluyo la verificacion del respeto de

confidencialidad por parte de su personal.

El protocolo fue aprobado por el Comité Local de Investigacién con el numero HIM
2515/15-R.

Pagina 26 de 46



RESULTADOS.

Se incluyeron 30 mujeres lactantes que acudieron al Hospital Juarez de México
entre el 1ro de mayo y el 31 de julio del 201, de entre 18 y 32 afos. Dividiéndose
en 3 grupos de 10 muestras cada uno, de acuerdo al momento en que se
obtuvieron las mismas. En el primer grupo de calostro se incluyeron las muestras
obtenidas en los primeros 4 dias después del parto; en el segundo grupo leche de
transicion aquellas obtenidas entre el cuarto y catorce dias posparto, y en el tercer

grupo leche madura aquellas que se obtuvieron posterior al dia catorce.

El primer grupo se conformé de 3 muestras de obtenidas de nacimientos
pretérmino y 7 de término, mientras que en los grupos restantes la poblacién fue

igualitaria entre pacientes pretérmino y de término.

En el grupo calostro las muestras se obtuvieron de madres entre 18 y 33 afos,
con un promedio de 22anos, de las cuales el 80% cursé con infeccién de vias
urinarias en las cuales ademas el 20% presentd cervico vaginitis, 10%
enfermedad hipertensiva asociada al embarazo y 10% diabetes estacional. La
mitrad de los productos se obtuvieron via abdominal y la otra mitad via parto
vaginal, de entre 29.5 y 41 semanas de gestacion (promedio 37.5 SDG), con peso
al nacimiento de 1510 a 3670 gramos (promedio 2808 gr), con una distribucion
igualitaria de sexos, de los cuales 40% se reportaron sanos, 10% cursoé con hiper
bilirrubinemia multifactorial, 20% sepsis neonatal y 20% restante con patologia
respiratoria como taquipnea transitoria del recién nacido o sindrome de dificultad

respiratoria.

En el grupo de leche transicional la edad materna promedio fue de 26 anos, con
una minima de 18 y maxima de 38 anos, de las cuales el 50% cursd con
infecciones de vias urinarias, 20% cervico vaginitis, 20% diabetes gestacional y
10% epilepsia de origen no especificado. La via de nacimiento del 40% de los
productos de este grupo fue abdominal y el 60% restante vaginal. Obteniéndose
productos de entre 29.5 y 41.3 SDG (promedio 36.2 SDG) y peso al nacimiento de

1360 a 3320 gramos (promedio 2486 gr), sin predominio de sexo. De los cuales
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10% cursé con asfixia perinatal complicada con enterocolitis necrotizante no

perforada, 50% sepsis neonatal y 40% hiper bilirrubinemia multifactorial.

Por ultimo, el grupo de leche madura estuvo conformado por madres de entre 19 y
40 afos (promedio 28 anos), de las cuales 3 eran sanas, 4 cursaron con infeccion
de vias urinarias, 1 cervico vagintis, 1 hipertension asociada al embarazo y 1
ruptura prematura de membranas. Obteniéndose el 60% de los productos via
abdominal y 40% vaginal. Los productos obtenidos obtuvieron un capurro entre 28
y 41 SDG (promedio 35.1 SDG) y peso al nacimiento entre 2000 a 3700 gramos
(promedio 2412 gr) sin diferencia de sexo. De los cuales so6lo uno de los recién
nacidos fue sano, 5 cursaron con hiper bilirrubinemia multifactorial, 2 con sepsis

neonatal y 2 con patologia respiratoria.

Sin encontrarse diferencias estadisticas entre los tres grupos en cuanto a las

caracteristicas antes descritas.

Se realizoé el analisis de las células inmunes en los diferentes grupos que se
muestra en la Tabla 5. Existe una mayor cantidad de células inmunitarias en la
leche transicional que en las otras (p = 0.04), Figura 1. También se encontro
mayor cantidad de linfocitos B (CD19+) en la leche transicional que en los otros 2
grupos (p = 0.02), Figura 2. En relacion a los linfocitos T CD4+ existe una mayor
cantidad en la leche madura que en las otros dos estadios se encuentran en
mayor cantidad tanto e la leche transicional como en la madura (p <0.01), Figura
3. La presencia de linfoctitos T CD8+ no difiri6 en ninguno de los estadios
(p>0.05), Figura 4. Los macrofagos se encuentran en mayor cantidad en la leche

transicional que en resto (p = 0.04), Figura 5.

En cada grupo se realizé un sub andlisis dependiendo si el producto era pre
término o de término donde se encontré6 una mayor cantidad de células inmunes
en el grupo de calostro en los recién nacidos de término (p = 0.03), Tabla 6. No
hubo diferencias en ningun tipo de células inmunes en el grupo de leche
transicional (p=>0.05), Tabla 7. Y en la leche madura se encontré6 mayor cantidad

de linfocitos T CD8+ en los recién nacidos de pre término (p = 0.04), Tabla 8.
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Tabla 5.- Porcentaje de células inmunitarias en los diferentes estadios de leche

materna.

Promedio Desviacion Estandar Valor de p
Células Inmunes CD45+ Calostro 10 20.47 14.09 0.09
Transicional 10 33.24 17.15
Madura 10 36.98 19.07
Total 30 30.23 17.82
Linfocitos B CD19+ Calostro 10 4.49 1.79 0.24
Transicional 10 8.94 12.13
Madura 10 10.80 8.02
Total 30 8.07 8.60
Linfocitos T CD4+ Calostro 10 9.06 5.66 <0.001
Transicional 10 17.44 12.13
Madura 10 28.48 8.42
Total 30 18.32 11.96
Linfocitos T CD8+ Calostro 10 3.46 3.47 0.16
Transicional 10 5.00 4.47
Madura 10 8.60 8.70
Total 30 5.69 6.18
Macréfagos CD14+ Calostro 10 14.56 8.61 0.1
Transicional 10 2211 6.63
Madura 10 18.63 8.24
Total 30 18.43 8.22

* El valor de p se calculo por t-Student para muestras independientes.
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Figura 1. Distribucion de células inmunes (CD45+) en los diferentes estadios de la

leche materna.
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Figura 2. Distribucion de linfocitos B (CD19+) en los diferentes estadios de la

leche materna.
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Figura 3. Distribucion de linfocitos T cooperadores (CD4+) en los diferentes

estadios de la leche materna.
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Figura 4. Distribucion de linfocitos T citotoxicos (CD8+) en los diferentes estadios

de la leche materna.
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Figura 5. Distribucion de macréfagos (CD14+) en los diferentes estadios de la

leche materna.
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Tabla 6.- Grupo de Calostro

Recién Desviacion
Nacido Promedio | Estandar (SD) Valor de p
Células Inmunes  Término 7 25.04 14.65 0.03
CD45+
Pre término 3 9.82 2.66
Linfocitos B Término 7 4.05 1.23 0.46
CD19+
Pre término 3 550 2.77
Linfocitos T CD4+ Término 7 8.84 5.21 0.86
Pre término 3 957 7.90
Linfocitos T CD8+ Término 7 3.99 4.07 0.50
Pre término 3 2.25 1.22
Macroéfagos Término 7 15.71 9.92 0.55
CD14+
Pre término 3 11.87 4.79

* El valor de p se calculo por t-Student para muestras independientes.
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Tabla 7.- Grupo de Transicional

Desviacion

Recién Estandar
Nacido Promedio (SD) Valor de p

Células Inmunes CD45+ Término 5 30.90 12.48 0.69
Pre término 5 35.59 2219

Linfocitos B CD19+ Término 5 3.64 1.83 .0.21
Pre término 5 14.24 16.05

Linfocitos T CD4+ Término 5 10.69 6.34 0.07
Pre término 5 2419 13.30

Linfocitos T CD8+ Término 5 3.62 3.46 0.36
Pre término 5 6.38 5.31

Macréfagos CD14+ Término 5 24.24 8.98 0.33
Pre término 5 19.98 2.61

* El valor de p se calculo por t-Student para muestras independientes.
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Tabla 8.- Grupo de Madura

Desviacion

Recién Estandar
Nacido Promedio (SD) Valor de p

Células Inmunes CD45+ Término 5 29.24 17.71 0.21
Pre término 5 4472 18.85

Linfocitos B CD19+ Término 5 14.58 9.51 0.14
Pre término 5 7.02 4.33

Linfocitos T CD4+ Término 5 29.44 8.86 0.74
Pre término 5 27.52 8.88

Linfocitos T CD8+ Término 5 2.65 1.09 .0.04
Pre término 5 14.56 8.98

Macréfagas CD14+ Término 5 17.86 9.92 0.78
Pre término 5 19.40 7.26

* El valor de p se calculo por t-Student para muestras independientes.
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DISCUSION.

Las funciones de la leche materna son muchas, ya que ademas del aporte nutricio
la leche materna cumple un papel de inmunomodulacion en el neonato, es decir,
no solo transfiere una proteccién contra infecciones y alergias especificas, sino

que también estimula el desarrollo del propio sistema inmune del lactante.

Estudios epidemioldgicos realizados en los ultimos 30 afios apoyan fuertemente el
hecho de que la alimentacion provista por el seno materno evita infecciones en los

infantes, sobre todo aquellas que afectan el tracto gastrointestinal y al respiratorio.

Ademas, en estudios recientes se sugiere que la leche materna y el calostro no
solo proveen proteccion pasiva, sino que también participan en el desarrollo y
maduracion del sistema inmunolégico del recién nacido mediante factores

bioldgicamente activos (24).

Desde los 70°'s se descubrié que se transfiere inmunidad a base de la presencia
de inmunoglobulinas (anticuerpos) de predominio IgA. Actualmente se sabe que
ademas de la repuesta humoral existente componentes celulares. Los primeros
estudios fueros basados en observaciones al microscopio obteniéndose hasta el
momento pocos resultados, in embargo, actualmente se cuentan con tecnologia
que permite la identificacion de las mismas a través de marcadores de superficie e
intracelulares como es la criometria de flujo multiparamétrica gracias a las cuales
se han descrito poblaciones inmunitarias e incluso subpoblaciones de las misas

como se observo en este estudio.

Con este estudio no solo se logré establecer las caracteristicas inmunoldgicas
presentes en las diferentes etapas de la leche materna (calostro, leche de

transicion y leche materna madura), determinando el tipo y cantidad de linfocitos.
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Encontrandose una mayor cantidad de células inmunitarias en la leche madura,
esto debido a que en las primeras etapas la leche humana en forma de calostro y
leche transicional provee primordialmente carbohidratos (lactosa), lipidos,
proteinas (lactoferrina) y vitaminas hidrosolubles para mantener las primeras
funciones del recién nacido y favorecer una transicion adecuada a la vida
extrauterina como son el control de su temperatura y alimentacién. Siendo hasta
después de los 14 dias de vida en que la leche humana se prodecue en mayor
cantidad permitiendo incorporar a sus funciones células del sistema inmune que le

permitan al recién nacido contar con defensas contra patégenos externos.

Ademas se identifico que en los recién nacidos de la muestra estudiada no se
encontraron diferencias entre los de recién nacidos prematuros y a término, ni en
aquellos con madres sanas o portadoras de alguna patologia cronica asociada o
no al embarazo. Lo que hace suponer que independientemente de los factores de
riesgo que tenga el producto la leche humana transmite células del sistema

inmune en la misma cantidad para favorecer del desarrollo 6ptimo del lactante.

Sin embargo, estos estudios citolégicos son relativamente nuevos, lo que obliga a
continuar realizando pruebas en poblaciones mas grandes para poder corroborar
lo obtenido en este estudio y poder asi seguir aprendiendo de las maravillas que
esconde la leche humana mismas que a pesar de los avances biotecnoldgicos no

han podido ser igualadas por ninguna férmula lactea sintetizada.
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CONCLUSIONES.

Aunque aun es dificil entender el papel que podrian tener las diferentes células
inmunitarias transferidas de la madre al recién nacido ya que éstas no pueden
actuar de manera independiente, sino que al igual que el resto de la respuesta
inmune requieren la exposicion y posterior presentacion del antigeno. por lo que,
algunos autores han sugerido que su papel podria ser su participacion como
moléculas solubles en forma de citocinas que ayudan a mantener un estado de

regulacion (homeostasis).

En el caso de los macréfagos es mas facil entender su papel pues al ser células
del sistema inmune cuya funcién principal es la fagocitosis y presentacion de
antigenos no requiere la previa exposicion o participacion de otros mediadores
para realizar su funcién, actuando como primera linea de ataque protegiendo al
recién nacido de la microbiota habitual a la que él esta expuesto como es el
contacto con su madre y el medio ambiente, previneodo asi una infecciéon o

enfermedad por los mismos.

En este estudio se permitié corroborar la presencia de macréfagos en la leche
humana desde su etapa de calostro con una p significativa 0.03, confirmando que
este componente inmunolégico que forma parte de la respuesta celular se
transmiten de la madre al hijo a través de la leche materna nos permite con
certeza establece que la madre provee al recién nacido no solo de inmunidad
humoral, 1o que nos lleva a seguir indicando la lactancia materna sobre cualquier
formula lactea sucedanea, por lo que es de suma importancia fortalecer los
programas nacionales permitiendo que toda unidad médica de atencidén obstétrica
garantice la proteccion y fomento de la lactancia materna exclusiva, reduciendo

con esto la morbimortalidad en nuestra poblacion pediatrica.
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ANEXO 1

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

No.
Muestra

EXPEDIENTE

NOMBRE

EDAD MATERNA

GESTA

PATOLOGIA
MATERNA

FECHAY HORA
NACIMIENTO

VIA
NACIMIENTO

SEXO

PESO AL
NACEIMIENTO

APGAR

CAPURRO
SDG

PATOLOGIA DEL
RN

FECHAY HORA
TOMA MUESTRA

DiAS
DE
VIDA
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ANEXO 2

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Noviembre
Julio a Marzo a | Mayo
o 2014 a
Actividades Octubr Abril a Julio
Febrero
e 2014 2015 2015
2015
Estandarizacion de técnicas. X
Obtencion de muestras. X
Determinar el porcentaje de células del
Sistema Inmunitario mediante citometria de X
flujo multiparamétrica.
Analisis estadistico de los resultados vy
X

escritura de articulo.
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ANEXO 3

GLOSARIO.

- Edad gestacional: Duracién del embarazo calculada desde el primer dia de la
ultima menstruacion normal hasta el nacimiento o hasta el evento gestacional en

estudio. La edad gestacional se expresa en semanas y dias completos

- Nacimiento: Expulsién completa o extraccion del organismo materno del producto
de la concepcién, independientemente de que se haya cortado o no el cordon
umbilical o esté unido a la placenta y que sea de 21 o mas semanas de gestacion.
El término se emplea tanto para los que nacen vivos como para los mortinatos.
Este puede ser vaginal conocido como parto o a través de una incision abdominal

conocido como cesarea.

- Recién nacido: Producto de la concepcion desde el nacimiento hasta los 28 dias
de edad.

- Recién nacido vivo: Se trata de todo producto de la concepcion proveniente de
un embarazo de 21 semanas o mas de gestacidn que después de concluir su
separacion del organismo materno manifiesta algun tipo de vida, tales como
movimientos respiratorios, latidos cardiacos o movimientos definidos de musculos

voluntarios.

- Recién nacido pretérmino: Producto de la concepcion de 28 semanas a menos

de 37 semanas de gestacion.

- Recién nacido a término: Producto de la concepcion de 37 semanas a 41
semanas de gestacion, equivalente a un producto de 2,500 gramos o0 mas;

- Recién nacido postérmino: Producto de la concepcion de 42 semanas o mas de
gestacién
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- De acuerdo con el peso corporal al nacimiento y la edad gestacional el recién

nacido se clasifica en:

- De bajo peso (hipotréfico): Cuando el peso resulta inferior de la percentila

10 de la distribucion de los pesos correspondientes a la edad gestacional.

- De peso adecuado (eutréfico): Cuando el peso corporal se situa entre la
percentila 10 y 90 de la distribucion de los pesos correspondientes a la

edad gestacional.

- De peso alto (hipertréfico): Cuando el peso corporal sea mayor a la
percentila 90 de la distribucion de los pesos correspondientes a la edad

gestacional.
- Lactancia materna: La alimentacion del nifio con leche de la madre.

- Lactancia materna exclusiva: La alimentacion del nifio con leche materna sin la

adicion de otros liquidos o alimentos, evitando el uso de chupones y biberones.

- Lactancia materna mixta: La alimentacion proporcionada al nifio a base de leche

procedente de la madre, mas otro tipo de leche o alimento protéico lacteo.

- Lactancia materna parcial: Se ofrece al menos un biberén con algun sucedaneo
de la leche materna. Esta a su vez se divida en tres categorias: a) alta, mas del 80
% es leche materna, b) mediana, 20 a 80 % de los alimentos es leche materna y c)

baja, menos del 20 % es leche materna.

- Sucedaneo de la leche materna: Todo alimento comercializado presentado como

sustituto parcial o total de la leche materna.
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ANEXO 4

ABREVIATURAS.
mi mililitro
Kg Kilogramos
mmHg milimetros de mercurio
mts metros
OMS Organizacion Mundial de la Salud
P Peso
SC Superficie corporal
T Talla
NOM Norma Oficial Mexicana
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