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1. RESUMEN

El cortisol es una hormona esencial para el desarrollo adecuado en etapas
tempranas de la vida. Este se transfiere del suero a la leche humana, la cual es el

principal alimento del nifio durante los primeros meses de vida.
Objetivo

Sin embargo, aunque el cortisol se encuentre presente en la leche humana, se
desconocen los factores que influyen en su concentracion y la relacion que guarda
con el cortisol en el suero materno. Por lo que el objetivo de este estudio fue
investigar si existe una correlacion entre la concentracién de cortisol en suero
materno con la concentracién de cortisol en leche en diferentes etapas de la

lactancia.
Métodos

Se cuantifico la concentracién de cortisol en suero y leche humanos en diferentes
etapas de la lactancia por dos métodos: inmunoensayo quimioluminiscente (IQ) y
radioinmunoanalisis (RIA). Para determinar la relacion entre la concentracion de
cortisol en suero y leche se realiz6 un analisis de correlacion de Spearman;
también se realiz6 un analisis de regresion lineal para determinar el efecto de la
concentracion de cortisol en suero y de la etapa de lactancia sobre la

concentracion de cortisol en leche.
Resultados

Mientras que para la cuantificacion de cortisol en suero no hay diferencias entre
inmunoensayo quimioluminiscente (IQ) y radioinmunoandlisis (RIA), para la
cuantificacion de cortisol en leche, el RIA tiene una mayor sensibilidad. Los
resultados obtenidos por RIA fueron utilizados para el analisis estadistico. La
concentracion de cortisol en suero tiene una correlacion positiva con la
concentracion de cortisol en leche (rs=0.770, P=2x10"). Ademas, de acuerdo al
analisis de regresion lineal, la concentracion de cortisol en leche depende tanto de
la concentracion de cortisol en suero como de la etapa de lactancia y de la

interaccion entre ambos (F1131= 165.3505, Fg131= 4.0464, Fs13:= 5.2590 P=0.001).
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Conclusiones

Se demostré que la concentracion de cortisol en el suero materno tiene una
correlacion positiva con la concentracion de cortisol en leche y que ademas varia a
lo largo de la lactancia. Por lo tanto, la leche funge como un eslabén en la cadena
de transmision de la sefial glucocorticoide de la madre al hijo. Ademas, se

considero al RIA el método 6ptimo para la cuantificacion de cortisol en leche.

2. ANTECEDENTES

El cortisol es el principal glucocorticoide en los humanos y se encuentra
involucrado en una gran cantidad de procesos en nuestro organismo. Posee un
papel importante en el desarrollo durante las primeras etapas de vida como el
embarazo y la lactancia. EI momento, la intensidad y la duracién de la sefial
glucocorticoide son esenciales para un desarrollo adecuado y la falta o el exceso
de cortisol podria afectar el establecimiento y/o funcionamiento de algunos
sistemas o tejidos. El cortisol se encuentra presente en la leche materna y éste
podria tener un impacto en el establecimiento del eje hipotalamo-hipdfisis-
suprarrenal (HHS), el temperamento, crecimiento, ganancia de peso y desarrollo
del nifio. El cortisol proviene del suero materno y es transportado dentro del
alveolo mamario hacia la leche. Sin embargo, aunque el cortisol esté presente en
la leche, se desconocen los factores que influyen en su concentracién y la relacion
que guarda con el cortisol en el suero. Actualmente la informacién que existe
sobre cortisol en leche humana es limitada y con metodologia muy variable,
ademas de que no se toman en cuenta las caracteristicas maternas ni la
concentracion de cortisol en suero. Por lo cual el propésito de este estudio es
investigar si existe una correlacion entre la concentracion de cortisol en suero y la
concentracion de cortisol en leche en diferentes etapas de la lactancia, lo que nos
ayudaria a profundizar en cémo influyen las condiciones maternas en la
composicién de la leche y el papel que tiene la leche materna en la transmision de

la sefal glucocorticoide de la madre al nifio.



2.1 EL CORTISOL Y SUS FUNCIONES

Los glucocorticoides son hormonas esteroides producidas por la corteza de la
glandula suprarrenal que se secretan directamente en el torrente sanguineo en
respuesta a diversos estimulos ambientales y bioldgicos [1]. Su sintesis y
secrecion estan controladas por el eje HHS [2]. En humanos el principal

glucocorticoide es el cortisol [1].

Los glucocorticoides en la circulacibn se encuentran mayormente unidos a
proteinas séricas para mantener a la mayoria de éstos en una forma inactiva y
poder ser transportados en la sangre; del 80 al 90% de los glucocorticoides estan
unidos a la transcortina o globulina fijadora de glucocorticoides (CBG) y del 5 al
15% estan unidos a la albumina. Sélo el 5% de los glucocorticoides sistémicos se
encuentran libres y tienen bioactividad, es decir, que pueden penetrar a la célula,
unirse al receptor y ejercer una respuesta. Por lo tanto, la accesibilidad del cortisol

esta regulada por la concentracion de la CBG [1].

Los efectos que los glucocorticoides producen en las células estan mediados por
el receptor de glucocorticoides (GR), el cual es miembro de la superfamilia de
factores transcripcionales activados por ligando. El GR tiene una estructura
modular cuyas principales funciones —como la transactivacion, la union a ADN y la

union a ligandos- estan localizadas en dominios especificos [3].

En el adulto los glucocorticoides regulan una gran variedad de procesos como el
metabolismo enérgetico, gasto cardiaco, inflamacion, inmunidad, alergias,
inflamacion, inmunidad [2] y desarrollo de la glandula mamaria [4]. Asi también, los
glucocorticoides juegan un papel crucial en etapas tempranas de la vida como lo
es el desarrollo fetal durante el embarazo [2] y la lactancia [5, 6] pudiendo afectar
de manera positiva 0 negativa el establecimiento y/o funcionamiento de ciertos

sistemas o tejidos.
2.2 CORTISOL EN EL DESARROLLO

La sefalizacion de glucocorticoides —de origen fetal y materno- durante la

gestaciéon es compleja. No sélo son necesarios para preparar al feto a la vida
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extrauterina, sino también en el inicio del trabajo de parto [7] y cumplen diversas
funciones en el desarrollo post-parto. El momento, la intensidad y la duracion de
la sefial glucocorticoide son esenciales para un desarrollo adecuado [2].

Una excesiva estimulacion proveniente de los glucocorticoides podria afectar
negativamente el desarrollo y provocar una predisposicion al desarrollo de
enfermedades en etapas posteriores de la vida. Asi también, una deficiente o nula
sefalizacion por parte de los glucocorticoides podria producir defectos al

nacimiento e incluso la muerte neonatal [2].
2.3 CORTISOL EN LA LECHE MATERNA

La leche materna es el principal alimento para el ser humano durante los primeros
meses de vida; ésta se recomienda de forma exclusiva durante los primeros seis
meses de vida y como alimento complementario minimo hasta los dos afios de
acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). No solo contiene
componentes nutritivos como los macro y micronutrimentos, sino que también
posee una fraccion no nutritiva compuesta por numerosos factores bioactivos con
diversas funciones y propiedades antiinfecciosas, inmunoldgicas, de maduracion

de 6rganos, etc. [8]

En la literatura se ha descrito la presencia de diversas hormonas en la leche
humana tales como leptina, adiponectina y grelina[9], entre las que también se

encuentra el cortisol [10].

Sin embargo, aunque el cortisol esté presente en la leche, se desconoce su
comportamiento y los factores que determinan su concentracion. La informacién
gue existe en la literatura respecto a cortisol en leche humana es limitada, son
pocos los estudios que cuantifican a la hormona y la metodologia de ellos es muy
variada (Tabla 1) [10], ademas de que no se realizan asociaciones con las
caracteristicas maternas ni analizan la relacion que tiene con el cortisol presente

en el suero materno.

La concentracion de cortisol en leche podria estar dictado por diversos factores

como el ciclo circadiano, la pulsatilidad de secrecion de la hormona, su capacidad
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de union a globulinas transportadoras, la glandula mamaria como barrera

selectiva, entre otros.

En el ser humano muchas funciones corporales estan regidas por ritmos
circadianos y los glucocorticoides muestran uno de los mas distintivos. La
secrecion de cortisol estad regulada por el eje HHS [11]. Pundir et al. (2017)
cuantificaron la concentracion de glucocorticoides (cortisol y cortisona) en leche
humana antes y después de cada sesién de amamantamiento durante un periodo
de 24 horas a los 3.2 meses de lactancia. Encontraron que estas concentraciones
reflejan un patron de 24 horas, con niveles méximos temprano por la mafana,
reflejando el mismo patrén de secrecion circadiana de los glucocorticodes en
plasma previamente reportado [12]. Sin embargo, no realizaron la cuantificacion

de glucocorticoides en suero dentro del mismo estudio.
2.3.1 Papel del cortisol en la leche materna en el desarrollo

Los glucocorticoides no s6lo son importantes para el desarrollo embrionario y fetal
sino que también poseen un rol importante en el desarrollo durante la infancia [13].
Se sabe que los primeros mil dias de vida —que corresponden al embarazo y a los
primeros dos afios de vida extrauterina- son cruciales para el desarrollo [14].
Aungue las glandulas suprarrenales comienzan a funcionar desde la etapa fetal [2]
una importante fuente de glucocorticoides durante los primeros dos afios de

infancia es la leche materna [10].

Los glucocorticoides presentes en la leche materna tienen un impacto en el
desarrollo del infante en cuando a un correcto establecimiento del eje HHS, el
temperamento [5], el crecimiento y la ganancia de peso [15], ademas de que

podrian estar relacionados con la cantidad de grasa y de proteina de la leche [6].

Respecto al papel que juegan los glucocorticoides en el crecimiento, dado que la
lactancia se ha asociado a una menor tasa de sobrepeso y obesidad infantil,
Hahn-Holbrook et al. (2016) llevaron a cabo un estudio cuyo objetivo era probar la
hipotesis de que la exposicion temprana al cortisol en la leche humana ayuda a

modular la trayectoria del indice de Masa Corporal (IMC) infantil durante los



primeros dos afios de vida. Para ello determinaron la concentracion de cortisol en
leche humana a los tres meses de lactancia y utilizaron curvas de crecimiento para
examinar si el cortisol era predictivo de los cambios en el IMC en diferentes puntos
durante los primeros 24 meses de edad. Sus resultados fueron que los nifios
expuestos a mayores concentraciones de cortisol en leche a los 3 meses fueron
menos propensos a mostrar ganancias de IMC durante los primeros dos afos de
vida en comparacion con aquellos expuestos a menores concentraciones de
cortisol. Ademas, a los dos afios los infantes expuestos a mayores

concentraciones tenian menor IMC que los otros nifios[15].

Por el contrario, Hinde et al. (2015) estudiaron el impacto de los glucocorticoides
de la leche materna en las crias de macacos rhesus. Uno de los hallazgos que
hicieron respecto al crecimiento fue que concentraciones mas elevadas de cortisol
en leche se asociaron con una mayor ganancia de peso en las crias a través del
tiempo. Cabe destacar que, a diferencia de otros estudios, ellos evaluaron
simultdneamente la densidad energética de la leche y el rendimiento ya que, asi
como los glucocorticoides, los nutrientes tienen efectos simultaneos en el fenotipo

de la cria[6].

Aunque en los estudios anteriormente mencionados se obtuvieron resultados
distintos, cabe recordar que fueron realizados en diferentes especies. Ademas,
fuera de ellos es poco lo que se sabe sobre el como impactan los glucocorticoides
provenientes de la leche materna en el crecimiento, ganancia de peso y
composicién corporal. Por lo tanto, la relacion que tienen los glucocorticoides con

indicadores de crecimiento y desarrollo aun necesita ser estudiada.

Otra de las formas en las que el cortisol en leche influye en el desarrollo del nifio
es a través del comportamiento [5], la sefializacion de los glucocorticoides podria

ejercer influencia en el fenotipo conductual [6].

Grey et al. (2013) realizaron un estudio para determinar la relacion entre la
concentracion de cortisol en la leche humana y el temperamento en nifios
amamantados a los tres meses de edad. Se cuantificd la concentracion de cortisol

en la leche y cada madre completé el Cuestionario de Comportamiento Infantil
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(IBQ por sus siglas en inglés), una medicion del temperamento infantil reportada
por los padres ampliamente utilizada. Los analisis revelaron una asociacion
positiva entre la concentracion de cortisol y la dimension de afectividad negativa
del IBQ. Ademas, la asociacion positiva entre la concentracion elevada de cortisol
en la leche y la afectividad negativa se encontraba presente entre las nifias, pero
no entre los nifios [5]. Estos hallazgos apoyan la hipotesis de que la exposicion a
concentraciones altas de cortisol en la leche humana tiene un impacto en el

temperamento y ademas, éste efecto es dependiente del sexo.

Hinde et al. no solo estudiaron la relacion entre el cortisol en la leche con el
crecimiento sino con el temperamento de las crias de macacos rhesus. De hecho,
su principal hallazgo fue que los glucocorticoides en la leche materna,
independientemente de la energia provista por la leche, predecian un
temperamento mas nervioso e inseguro tanto en las crias macho como en las
hembras [6].

Estos hallazgos sobre cortisol en leche contribuyen a elucidar las vias y
mecanismos por las cudles el cortisol tiene un impacto en el comportamiento y
desarrollo neuropsicolégico durante la infancia, temas que al ser estudiados no

necesariamente contemplan su asociacion con la lactancia [13, 16].

Por otra parte, habria que considerar la relevancia clinica del cortisol presente en
la leche. Cabe recordar que la mayor parte los glucocorticoides —tanto en la
circulacién sanguinea como en la leche- se encuentran conjugados, es decir,
unidos a proteinas, los cuales son inactivos biologicamente y requieren de
sulfatasas y glucoronidasas para ser hidrolizados, activados y absorbidos por la
mucosa intestinal. Estas enzimas no se encuentran en el intestino humano al
nacimiento y aumentan con la edad debido a la colonizacién bacteriana [17]. Por lo
cual, la concentracion de cortisol total en la leche humana podria no representar la
cantidad de hormona con relevancia clinica o biolégicamente disponible para el

nifo, especialmente entre menor sea el tiempo transcurrido desde su nacimiento.



2.3.2 Transferencia de cortisol de la madre a la leche

Los componentes bioactivos que se encuentran en la leche materna pueden
provenir de diversas fuentes: 1. Pueden ser producidos por la glandula mamaria,
2. Pueden ser producidos por otras células y ser llevados a la leche o 3. Pueden
ser tomados del suero materno y atravesar la glandula mamaria, principalmente

por via transcelular y mediado por receptores [8].

Es evidente que el cortisol presente en la leche tuvo que atravesar la glandula
mamaria, ya que ésta no produce la hormona. Por lo tanto, existe la posibilidad de
que el cortisol sérico sea transportado dentro del alveolo mamario por via
transcelular mediante un proceso de pinocitosis-exocitosis o por via paracelular

mientras las uniones entre las células permanecen abiertas [18] (Ilustracion 1).

Vias

transcelulares Via
A paracelular
r N
| ] 1] v \4
Lactosa Lipidos  H,0 IgA Células

Ca?*, POy
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en lactancia
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llustracién 1. Mecanismos para la sintesis de leche y secreciéon dentro del alveolo mamario.
I, Exocitosis de proteina lactea y lactosa en vesiculas secretoras derivadas del aparato de Golgi. Il, Secrecion de grasa
lactea a través de glébulos de grasa. lll, Secrecion de iones a través de la membrana apical. IV, Pinocitosis-exocitosis
(inmunoglobulinas). V, Via paracelular para componentes plasmaticos y leucocitos. GGL= glébulo de grasa lactea; RER,
reticulo endopldsmico rugoso; VS, vesicula secretora. [Modificado de Neville, M.C. (1990). The phsysiological basis of milk
secretion. Part |. Basic physiology. Ann NY Acad Sci, 586, pp. 1-11[18]]

Los corticoesteroides sintéticos de uso terapéutico no reflejan una concentracion
sérica como la de los producidos por el organismo, sin embargo, su administracion
da pautas para entender la transferencia de glucocorticoides del suero a la leche a
través de la glandula mamaria. En general, los corticoesteroides sintéticos no se

transfieren muy bien a la leche humana. Después de la administracion de dosis
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moderadamente altas de prednisona (80 mg), la dosis clinica transferida a la leche
fue de solo 10 pg/Kg, la cual equivale aproximadamente al 10% de la produccion
enddgena [19]. La transferencia de prednisona y prednisolona a la leche se ha
visto limitada aun en grandes dosis [20]. Asi también con la administracion de
dosis cronicas de metilprednisolona a mujeres lactantes, no se han observado
efectos secundarios en los infantes [21]. Por lo que existe la posibilidad de que a
pesar de que haya concentraciones séricas de cortisol muy elevadas, la glandula
mamaria actie como barrera y limite el paso de cortisol hacia la leche como una

forma de proteccion al nifio.

De los estudios llevados a cabo hasta el momento sobre cortisol en leche humana,
practicamente no hay informacién sobre la relacion que guarda la concentracion
de cortisol en suero con la concentracion de cortisol en leche. Kulski & Hartman
(1981) analizaron la relacién entre las concentraciones de cortisol en suero y
calostro de 10 mujeres en diferentes etapas del embarazo; la correlacion entre la
concentracion del glucocorticoide en la secrecion mamaria y el suero no fue
significativa (r=0.52, n=10). Esto podria no reflejar lo que sucede después del
parto, ya que no soélo la concentracion de cortisol sérico podria ser distinta durante
la lactancia sino también la permeabilidad de la glandula mamaria [22].

Respecto a lo que ocurre ya durante la lactancia, Patacchioli et al. (1992)
analizaron la relacién entre la concentracion de cortisol en suero y leche de
mujeres entre de los dias 1 al 5 post-parto, siendo un total de 78 pares de
muestras provenientes de 15 mujeres [23]. La relacion lineal entre la
concentracion de cortisol en suero y leche fue estadisticamente significativa
(P<0.001) con una coeficiente de correlacion de r= 0.5404. Sin embargo, a pesar
del hallazgo realizado, esto no necesariamente refleja la transferencia de
glucocorticoides y la relacién que hay entre el cortisol del suero y de la leche en
etapas posteriores de la lactancia ya que, ademas de que la concentracion de
cortisol en suero continua disminuyendo, durante la transicion de calostro a leche
madura ocurren cambios en la permeabilidad y funcionamiento de la glandula

mamaria que podrian afectar la transferencia de cortisol.



Aungue no hay mas estudios respecto a la relacién que guarda el cortisol en suero
con el de la leche, existen otros sobre cortisol y lactancia que proveen evidencia
sobre la influencia que ejerce la madre sobre el hijo y/o sugieren el papel que
posee el cortisol en la leche en la salud del nifio. Benjamin Neelon et al. (2015)
analizaron la relacion que habia entre el cortisol materno y el del nifio de acuerdo
al tipo de lactancia. En este estudio se examinaron las asociaciones entre la
concentracion de cortisol en saliva del nifio y de la madre tres veces al dia: al
despertar, treinta minutos después y a la hora de dormir. Ademas, se evalué si la
relacion diferia segun el tipo de lactancia: exclusiva, parcial o solo féormula. Se
encontroé que la concentracion de cortisol entre los nifios amamantados era mayor
en los tres puntos en comparacion con los nifios alimentados con férmula.
También se encontré que la concentracion de cortisol materno y la concentracion
de cortisol del nifio alimentado con leche materna tenian una correlacion
significativa a la hora de dormir, mientras que las diadas madre-hijo alimentadas
con férmula no. Los autores sefialan que son diversos los factores que podrian
contribuir a la sincronia en la concentracion de cortisol observada entre madres e
hijos, incluyendo la interaccion fisica, el contacto piel con piel, el ambiente

compartido y, por supuesto, la transferencia de cortisol a la leche humana [24].

Glynn et al. (2007) propusieron que si la exposicion a glucocorticoides a través de
la leche materna influye en el temperamento, entonces esperaban encontrar una
relacion entre el cortisol materno y el temperamento nervioso en nifios
amamantados. Para determinar esta asociacion se cuantific la concentracion de
cortisol materno y el temperamento —utilizando el cuestionario IBQ- en nifios
amamantados y alimentados con férmula a los dos meses de edad (n=253). Las
concentraciones elevadas de cortisol materno se asociaron con un
comportamiento temeroso en los nifios amamantados (parcial r=0.2; P<0.01),

mientras que en los nifios alimentados con férmula no [25].
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2.4 DESARROLLO Y FUNCION DE LA GLANDULA MAMARIA
2.4.1 Uniones estrechas en la glandula mamaria

En el humano, la leche puede clasificarse en tres tipos: calostro —que se produce
hasta el 4° dia postparto-, leche de transicion y leche madura —producida a partir
del 15° dia postparto-, los cuéales difieren en composicion no soélo de
macronutrimentos, sino también de micronutrimentos y factores bioactivos [8].
Esta transicion de calostro a leche madura y la activacion secretora estdn dadas

por cambios que ocurren en la permeabilidad de la glandula mamaria [8, 26].

En la glandula mamaria las uniones estrechas (UE) que se encuentran entre las
células epiteliales secretoras adyacentes se forman durante la lactogénesis y son
fundamentales en el establecimiento y mantenimiento de la sintesis y secrecion de
leche [27]. Las UE en la glandula mamaria constituyen una barrera de
permeabilidad que previene el transporte paracelular de iones y moléculas del
suero a los compartimentos de la leche [26, 27] (llustracion 1). La formacién de
las UE intactas al inicio de la lactancia es importante para su adecuado
establecimiento. A la inversa, la pérdida de la integridad de las UE ha sido
asociada a una secrecion de leche y funcion mamaria reducida y a un aumento en

el transporte paracelular de componentes séricos hacia la leche y viceversa [27].

2.4.2 Papel de las hormonas en la activacion secretora y la secrecién de

leche

El crecimiento y desarrollo de la glandula mamaria esta regulado por una
interaccidn entre hormonas esteroides, hormonas peptidicas, entre otros factores
[4]. La mayor parte del crecimiento y desarrollo se da en la etapa postnatal,
alcanzando éstos su punto maximo durante el embarazo y la lactancia temprana
[4]. Con el inicio del embarazo, el ambiente hormonal produce un aumento en la
brotacién ductular, ramificacion y formacion lobular. En la llustracién 2 se puede
observar de manera general qué hormonas intervienen en cada una de las fases
del ciclo de lactancia y el tipo de accion que ejercen, incluyendo la intervencion de

los glucocorticoides [28].
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Proliferacion

Fase de desarrollo alveolar Lactogénesis | Lactogénesis Il Lactancia Involucion

Estimulo iEmbarazo i iParto iRemoci6n de leche  INo remocién de leche }

Hormonas reproductivas

Estrogenos éInhibitoria?
Progesterona Disminucion

Prolactina Algunas especies
Oxitocina

Hormonas metabdlicas

Hormona del crecimiento E _
Glucocorticoides Desconocida —

Insulina

[ ]Hormona con accidn directa en la glandula mamaria

- Hormona con accidn indirecta en las fases mamarias mediante la coordinacion del metabolismo

llustracién 2. Accion hormonal necesaria para las fases del ciclo de lactancia. (Traducido de
Czank C, Henderson JJ, Kent JC, et al: Hormonal control of lactation cycle. En Hale TW, Hartmann PE, editores: Textbook
of human lactation, Amarillo, Tex., 2007, Hale Publishing LP, p 91)[28].

Cabe mencionar que aunque la caida en la concentracion de progesterona es el
principal estimulo fisiolégico que desencadena la lactogénesis Il, la presencia de
prolactina y cortisol a ciertas concentraciones es necesaria para que este estimulo

sea efectivo [29].
2.4.3 Funcion de los glucocorticoides en la glandula mamaria

Durante el embarazo humano la concentracion basal tanto de cortisol libre como
de cortisol unido a proteinas aumenta dos o tres veces. Durante las ultimas
semanas del embarazo, el eje HHS incrementa de forma progresiva la produccion
de cortisol alcanzando niveles maximos en el parto. La concentracion plasmatica
de cortisol regresa a la concentracion antes del parto después del nacimiento y
continla descendiendo durante la lactancia [4]. Ademas, se ha visto en otras
especies que la expresion del receptor de glucocorticoides (GR) en la glandula
mamaria cambia de acuerdo al estado reproductivo [30-32]; en ratas, la cantidad
de GR aumenta con el embarazo y se mantiene constante hasta el embarazo
tardio, alcanzando su nivel maximo en el parto; durante la lactancia la cantidad de

GR disminuye y regresa a la concentracion preparto [31].

Los cambios en la excrecidon de glucocorticoides y en la expresién del GR durante

la etapa perinatal sugieren que tanto la hormona como su receptor poseen un rol
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indispensable en los cambios que ocurren en la glandula mamaria durante esta
etapa, incluyendo la estimulacién de la activacion secretora y la sintesis de la
leche.

Dentro de las funciones especificas que tienen los glucocorticoides en la glandula

mamaria se encuentran [4]:

e Inducir el desarrollo y formacion de los componentes ultraestructurales
necesarios para sostener la sintesis y secrecion copiosa de leche, en
particular, el reticulo endoplasmico rugoso y las UE.

e Mantenimiento de la diferenciacion de las células secretoras y de la

lactancia.

2.4.4 Glucocorticoides y su funcion reguladora en la formacion de las uniones

estrechas durante la transicion de calostro a leche madura

Como se menciond anteriormente, el cortisol posee un papel importante en la
formacién y desarrollo de las estructuras necesarias para la produccion de leche
entre las cuales se encuentra el cierre de las UE entre las células epiteliales
secretoras de la glandula mamaria. Esto produce un cambio en la permeabilidad
de la glandula, modifica la tasa de transferencia de componentes del suero a la
leche, el funcionamiento de las células secretoras y la produccion de leche, todo lo

cual permite la transicién de la produccion de calostro a leche madura.

Diversos hallazgos realizados en animales proveen evidencia del papel que tienen
los glucocorticoides sobre la formacion de las UE. Brandon, Husband & Lascelles
(1975) llevaron a cabo un estudio donde se les administré6 dexametasona- un
glucocorticoide sintético- a vacas que se encontraban en gestacion tardia, lo que
ocasiond que se produjeran secreciones similares a la leche madura antes del
parto, ademas de inhibir la produccion de calostro postparto. Estos efectos
sugieren gque la dexametasona podria estimular el cierre prematuro de las UE [33].

Stelwagen et al. (1998) examinaron si el cortisol podria prevenir la permeabilidad
de las UE de la glandula mamaria en vacas lactantes. Después de la acumulacion

de leche por 17 horas, la permeabilidad de las UE aumentaba ya que ocurria un
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aumento de lactosa y a-lactoalbumina en plasma y disminuia la tasa de secrecion
de leche. Encontraron que el tratamiento con ACTH prevenia el aumento en la
lactosa en plasma, lo cual indicaba que la concentracion elevada de cortisol redujo

la “fuga” de las UE de la glandula mamaria [34].

En estudios realizados en ratones se encontr6 que el descenso en la
concentracion de progesterona era el estimulo necesario para desencadenar el
cierre de las UE; pero para que el descenso de progesterona funcionara como tal,
era necesaria la presencia de concentraciones bajas a moderadas de
corticosterona —principal glucocorticoide en roedores- y de, ya sea prolactina o
lactogeno placentario [35]. Estos hallazgos confirman lo que desde tiempo atras se
sabia, que los glucocorticoides son necesarios para la lactogénesis y la secrecion
de leche [29].

En resumen, el cortisol posee una funcién en el cierre de las UE y la disminucién
de la permeabilidad de la glandula mamaria, lo cual se ve reflejado en los cambios
en la produccioén de calostro a leche de transicion y a leche madura. Dado que las
UE son una barrera para el transporte paracelular, durante su formacion la
transferencia de moléculas provenientes del suero a la leche es cada vez mas
restringida, es decir, que la transferencia de cortisol del suero a la leche podria

verse afectada dependiendo de la etapa de lactancia.

2.6 METODOLOGIA PARA LA CUANTIFICACION DEL CORTISOL EN LECHE
MATERNA

Como se menciond previamente, son pocos los estudios que han cuantificado
cortisol en leche humana; los métodos utilizados para la cuantificacion de la
hormona, las caracteristicas de la poblacién y la etapa de la lactancia son muy
variados (Tabla 1). Para la cuantificacion de cortisol se han utilizado diferentes
meétodos cromatograficos —como cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS), cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS) y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)- e
inmunoensayos como radioinmunoanalisis, quimioluminiscencia y fluorometria.

Sin embargo, no existe uno que se considere como el ideal para uso en leche
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humana. Tampoco existe una referencia sobre cual es el rango adecuado de la

concentracion de cortisol en leche. Por lo tanto, es necesario continuar realizando

estudios para conocer las ventajas y desventajas que ofrecen los diferentes

meétodos y estandarizar la metodologia para cuantificacion de cortisol en leche

[10].

Tabla 1. Métodos utilizados y concentraciones reportadas de cortisol en leche humana.

REFERENCIA

CARACTERISTICAS DE
SUJETOS DE
INVESTIGACION

METODO PARA
CUANTIFICACION
DE CORTISOL EN

LECHE

CONCENTRACION
CORTISOL EN
LECHE (nmol/L)

Grey et al.
(2013)[5]

Xu et al.
(2011)[36]

Kulski & Hartman
(1981)[22]

Hart et al.
(2004)[37]

Sahlberg &
Axelson
(1986)[38]

Groer, Humenick
& Hill (1994)[39]

Ost et al.
(1985)[19]

Van der Voorn et
al. (2015)[10]

Patacchioli et al.
(1992)[23]

N= 52 madres a término
Muestra: 3 meses post-
parto.

N= 8 madres a término
Muestra: 0-3 dias
postparto.

N= 11 madres a término
Muestra: 1 mes antes del
parto a 13 meses
postparto.

N= 4 madres a término
Muestra: 1 semana
postparto.

N= 6 madres a término
Muestra= <1 mes
postparto.

N=34 madres pretérmino
y 29 madres a término
Muestra= 5 dias
postparto
N= 6 mujeres
Muestra: 4-6 dias post-
parto.

N= 13 madres a término
Muestra: 8-28 semanas
postparto (2-24 meses).
N= 15 madres a término
Muestra: 1-5 dias
postparto

Quimioluminiscencia
(posterior a
deconjugacion
enzimatica)
LC-MS/MS (posterior
a deconjugacion
enzimatica)

Radioinmunoanalisis

Inmunoensayo
fluorométrico

GS-MS (posterior a
deconjugacion
enzimatica)

Radioinmunoanélisis

HPLC

LC-MS/MS

Radioinmunoanalisis

Media 6.1

Media+SD 3.4+ 1.7
Postparto: Rango
0.6-88
Media £ SD 13.2 +
13.0
Rango 0-38.6
Rango 0-0.4
Leche pretérmino:
Media 1700
Leche término:

Media 1600

Rango <41

Rango 4-23

Rango de Medias:
17.7-81.4

Muestra= dia de lactancia en el que se tomé la muestra de leche. Adaptado de Van der Voorn et al. (2015)[10]
y Patacchioli et al. (1992)[23].
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De acuerdo a lo expuesto en los apartados anteriores se destacan los siguientes

puntos:

e EIl cortisol es una hormona importante para el desarrollo en etapas
tempranas de la vida. La leche materna, principal alimento del nifio durante
los primeros meses de vida, es una fuente importante de cortisol y la
ingestion de éste a través de la leche puede generar un impacto en el
estado de salud del nifio.

e A pesar de que el cortisol se encuentra presente en la leche humana se
desconocen los factores que afectan su concentracion y la relacion que
guarda con el cortisol en suero.

¢ No existe un método ideal para cuantificacién de cortisol en leche humana.

e La concentracidn sérica de cortisol materno cambia a lo largo del embarazo
y lactancia y, dado que éste se transfiere a la leche, sus variaciones
podrian alterar la concentracion de la hormona en leche.

e Los glucocorticoides ejercen un efecto sobre la glandula mamaria alterando
su permeabilidad, misma que podria modificar la transferencia de cortisol y

de otras moléculas a lo largo de la lactancia.

Por lo tanto, es importante saber si hay una correlacion entre la concentracion de
cortisol en suero materno y la concentracion de cortisol en leche en diferentes
etapas de la lactancia, lo cual nos ayudaria a comprender como influyen las
condiciones maternas en la composicion de la leche y el papel que tiene la leche

materna en la transmision de la sefial glucocorticoide de la madre al nifio.

3. JUSTIFICACION

El cortisol del suero de la madre se transfiere a la leche y ésta a su vez es ingerida
por el nifio, lo que modifica su concentracion de cortisol en suero y ejerce una
respuesta en él. Sin embargo, se desconoce la relacibn que existe entre las
concentraciones de la hormona presentes en la madre, la leche y el nifio, por lo

que la pregunta a responder del presente proyecto es: ¢cual es la relacion entre la
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concentracion de cortisol en el suero materno y la concentracion de cortisol en

leche humanos?

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS

La concentracion de cortisol en suero materno se correlacionara positivamente

con la concentracion de cortisol en leche de mujeres en diferentes etapas de

lactancia.

4.2 OBJETIVO GENERAL

Investigar si existe correlacion entre la concentracion de cortisol en suero materno

con la concentracidon de cortisol en leche de mujeres en diferentes etapas de

lactancia.

4.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

2.

4.

Estandarizar la metodologia para cuantificar la concentracion de cortisol en
leche humana utilizando radioinmunoandlisis e inmunoensayo
quimioluminiscente.

Analizar la relacion entre la etapa de lactancia y la concentracion de cortisol
en leche.

Comparar la concentracion de cortisol en leche entre las diferentes etapas
de lactancia.

Analizar la relaciébn entre la concentracion de cortisol en suero y la
concentracion de cortisol en leche con el contenido nutricional de la leche

en las diferentes etapas de lactancia.
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5. METODOS
5.1 CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

Se considerd que esta investigacion representd riesgo minimo para los sujetos de
investigacion ya que para la recoleccion de datos y muestras se emplearon
procedimientos comunes, seleccionados para obtener los datos necesarios
procurando la invasion minima posible y fueron realizados por personal

capacitado.

El tipo de estudio y los procedimientos seleccionados para la recoleccion de la
informacion y de las muestras biolégicas se ajustan a los principios éticos y

lineamientos de la declaracion de Helsinky [40].

Para la obtencion y manejo de muestras biolégicas: la separacion, transporte y
disposicion final de los residuos peligrosos biologicos infecciosos se realizo
conforme a lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995 [41].

5.1.1 Evaluaciones y permisos otorgados

El trabajo realizado para la elaboracion de la presente tesis forma parte de un
proyecto de investigacion de mayor magnitud, el cual cuenta con aprobaciones por

parte de los siguientes organismos:

e Aprobaciéon por el Comité de Etica en Investigacion de la Secretaria de
Salud del Distrito Federal (SEDESA) —ahora Ciudad de México-. El
dictamen aprobatorio fue entregado en el 2016, quedando registrado con el
namero 404/001/01/16. Esto nos permitié laborar con el Hospital Materno
Infantil Magdalena Contreras.

e Aprobacion por el Comité de Investigacion y el Comité de Etica de
Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ) con namero de referencia 2060.

e Aprobacién para financiamiento de CONACYT a través de la convocatoria
FOSSIS, con el registro FOSISS 273137.
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5.1.2 Medidas de bioseguridad para los sujetos de estudio

Se garantizo a los sujetos de investigacion suspender su participacion cuando lo
deseen. Se protegieron los derechos, bienestar y privacidad de los participantes.
Se previd en el estudio la suspension de la participacion de los sujetos de
investigacion si se hubiese advertido algun riesgo para ellos.

La extraccion de la muestra de leche se realizdé con un extractor eléctrico de uso
hospitalario que puede causar un poco de molestia al extraer leche como cuando
sucede cuando el bebé succiona del pecho, pero no debe causar dafio ni dolor a
los pezones o a la piel, ademas la velocidad de extracciéon y la fuerza de succion

fueron personalizadas; la extraccion no interfiere con la produccion de leche.

El material que se utiliz6 para la recoleccibn de muestras fue siempre nuevo,
estéril y desechable; en el caso de los componentes del extractor de leche que

son reutilizables, éstos fueron esterilizados en autoclave.

5.1.3 Medidas de bioseguridad para los investigadores o personal

participante

Para la recoleccion y procesamiento de muestras se contd con bata, guantes y

mascarillas cuando se requirio.

El personal que participd en el estudio tenia la capacitacion adecuada para
realizar los procedimientos que le correspondian, asi como para atender los
aspectos de seguridad propia y de los sujetos de investigacion. Como parte de los
requerimientos solicitados por parte del Comité de Etica del INCMNSZ, el personal

cuenta con un certificado en bioética.
Otras medidas de bioseguridad necesarias

Las instalaciones de las instituciones donde se realizd el estudio son las
adecuadas para la investigacion propuesta, donde el manejo de muestras
bioldgicas se realizd de acuerdo a la NOM-087-ECOL-1995 [41].
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5.2 POBLACION DE ESTUDIO
5.2.1 Criterios de inclusiéon

Mujeres a partir de los 18 afios de edad que se encuentren en cualquier etapa de
lactancia, aceptar su participacion en el estudio y firmar el consentimiento
informado. Practicar cualquier tipo de lactancia materna ya sea exclusiva,

predominante o parcial.
5.2.2 Criterios de exclusion

Uso de glucocorticoides en el tercer trimestre de embarazo. Condiciones que
causen inflamacion local o sistémica. Contraindicacién de la lactancia como: en la
madre, infeccion por VIH o el virus de la leucemia humana de células T tipo |

(HTLV-I); en nifios: galactosemia.
5.2.3 Criterios de eliminacién

Proporcionar informacién errbnea o incompleta que interfiera con el analisis

estadistico.
5.3 INSTITUCIONES DE SALUD VINCULADAS

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. El
Departamento de Biologia de la Reproduccion del INCMNSZ proporciond las
instalaciones fisicas y el equipo necesario para la realizacion del presente
proyecto, involucrando técnicas de analisis de proteinas, grasas, esteroides,
cuantificacion de hormonas, etc. Cuenta con varios laboratorios destinados a la
investigacion basica y otros para la clinica. Asimismo el INCMNSZ cuenta con
personal con certificacion por parte del ININ para el trabajo con material radiactivo.
El Instituto también cuenta con consultorios para la investigacion clinica donde se

recibieron a sujetos de investigacion del proyecto.

Hospital Materno Infantil Magdalena Contreras. Brind6 facilidades de acceso a
las derechohabientes elegibles para el estudio, gestiond la ocupacion de areas
fisicas para el desarrollo del proyecto (para el reclutamiento y las etapas mas

tempranas de lactancia) y fungié como enlace para autorizacién ante el Cuerpo
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Colegiado correspondiente perteneciente a la Secretaria de Salud del Distrito

Federal —ahora Ciudad de México-.
5.4 DISENO DE LA MUESTRA
5.4.1 Estrategias para la recoleccion de datos
Se incluyeron mujeres mayores de 18 afios en cualquier etapa de lactancia.

Se han clasificado en siete grupos de acuerdo a la etapa de lactancia:

e <48 horas e Mes 4-5

e 1° Semana e Mes6-11
e Mes1l e 2Mes 12
e Mes 2-3

» Con cada mujer se realizaron los siguientes procedimientos:

e Obtencion de la historia clinica antes y durante el embarazo, asi como del
parto

e Toma de muestra de sangre (6 ml) para la cuantificacion de cortisol en
suero.

e Toma de muestra de leche materna para la cuantificacion de cortisol, asi
como para analisis de la composicion nutrimental.

e Toma de medidas antropométricas maternas: talla, peso y composicion

corporal; cada medida fue tomada por duplicado.
Sangre

Para determinar la concentracion de cortisol en suero se tomé una muestra de
sangre de 6 ml en condiciones de ayuno. Posteriormente se centrifugé a una
velocidad de 3200 rpm a 4°C por 15 minutos, se separ6 el suero en alicuotas y se
almacen6 a -70°C hasta su andlisis. La cuantificacion de cortisol en suero se
realiz6 por dos métodos: inmunoensayo quimioluminiscente (IQ) vy

radioinmunoanalisis (RIA).
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Leche humana

En la leche materna se determiné la concentracion de cortisol, asi como también

se realizo la determinacion de agua, proteina y grasa.

A pesar de que podria haber diferencias en la composicidén de algunos nutrimentos
entre la leche que produce un seno y otro[42], en los estudios llevados a cabo por
Pundir el at (2017) [12] y Kulski & Hartman (1985) [22] no se encontraron
diferencias entre la concentracion de cortisol del seno derecho y del izquierdo.
Para corroborar esta informacion, se tomaron muestras de ambos senos en tres
de los sujetos de investigacibon y éstas fueron cuantificadas por

radioinmunoanalisis; la variacion entre el seno derecho y el izquierdo fue del 0.7%.

Por otra parte, la extraccion de ambos senos se dificulta ya que las participantes
tienen una menor disposicién para no ofrecer leche a su hijo de ningun seno por el
tiempo requerido para realizar la extraccion de la muestra apropiadamente,
especialmente durante los primeros dias de lactancia cuando la cantidad de leche
€S menor y existe una mayor preocupacion respecto a la alimentacién de sus
hijos. Es por ello que, dado que no hay variacion en la concentracion de cortisol en
leche entre senos y existe una menor disposicion para tomar la muestra de
ambos, no se considerdé necesario para el estudio extraer la leche de ambos

Senaos.

Con el fin de estandarizar la muestra de leche materna y reducir la posible
variacion en la composicion y en la concentracion de cortisol por el ciclo
circadiano, las muestras se recolectaron en un horario entre 7:00 y 10:00am. Se
les solicité a las madres que no ofrecieran leche de un seno por aproximadamente
1.5 horas (considerando ésta como la dltima toma) con el fin de recolectar el
contenido total de leche producida por ese seno; esto es importante ya que la
composicion de leche varia a lo largo de la toma, siendo que la leche que sale al
final de la toma contiene una mayor cantidad de grasa que la leche del inicio de la
toma. La extraccion se realizé con la ayuda un extractor eléctrico de uso
hospitalario de Medela® cuya velocidad de extraccion es ajustable; ademas, el

tamarfio de copa se eligen de acuerdo al tamafio del seno y del pezon [43].
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La leche extraida se homogeneizdé con un agitador tipo vortex y se coloco en
alicuotas que se almacenaron a -70°C hasta su andlisis; cuando fue necesario, las
alicuotas se colocaron en hielo para su traslado [43, 44]. Se extrajo el contenido
total de leche del seno pero sélo se tomaron 15 ml para realizar los analisis y el

resto de la leche se devolvio a la madre.

Cabe destacar que la cantidad total de leche que se extrae del seno —aun si no se
les devolviera el sobrante- es una cantidad que no afecta la alimentacién del nifio
en ese dia ni representa ningun riesgo para la producciéon de la leche. El seno

materno produce de nuevo leche, ya que éstos se llenan continuamente.

El analisis de la composicién nutricional de la leche se realizé por medio de los
siguientes métodos: proteina por el método de Bradford [45], grasa por el método
de Folch [46] y agua por gravimetria.

La determinacion de la concentracion de cortisol se realizé por dos métodos:
inmunoensayo quimioluminiscente (IQ) y radioinmunoanalisis (RIA). Los métodos
utilizados tanto para el analisis de la composicion nutricional como del cortisol en

la leche se describirAn mas adelante.

5.4.2 Estandarizacion de la extraccion de leche e identificacion del

vaciamiento del seno.

Cuando se realizan analisis de la composicion de leche humana, en la literatura se
menciona la importancia de vaciar el seno completamente [43, 44]; sin embargo,
no se describe con precision cémo identificar o asegurar que el seno ya habia sido
vaciado. Uno de los aportes del presente proyecto fue estandarizar la extraccion
de leche e identificar con precision cuando el seno ya habia sido vaciado en su

totalidad, lo cual se describe a continuacion:

¢ Realizar la limpieza del seno con agua destilada y gasa esterilizada.

e Utilizar la copa —que forma parte del equipo de extraccion- de acuerdo al
tamafo del seno; es importante considerar que con la estimulacion el pezon
se agranda. La mayoria de las mujeres utilizan una copa mediana (24 mm

de diametro). Utilizar una copa mas grande de lo necesario puede disminuir
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la eficiencia de la extraccion; mujeres con senos y pezones pequefios a
quienes se les dificultaban realizar extracciones en su domicilio, lograron
extracciones exitosas en el protocolo al elegir un tamafo de copa adecuado
para ellas (21 mm de diametro).

La leche comienza a salir lentamente y va aumentando el flujo hasta
alcanzar una velocidad de eyeccidbn mas o menos constante.

Cuando el flujo comienza a disminuir, se le pide a la mujer realizarse
masaje con las yemas de los dedos con direccion hacia el pezon vy
colaborar con expresion manual del seno por un par de minutos. Esto
ayuda a hacer mas eficiente la extraccion, disminuyendo el tiempo de
extraccion y ayudando a la leche remanente a salir, asegurandonos asi de
extraer la mayor cantidad de leche posible.

Cuando el flujo disminuye considerablemente y llega a ser nulo o
practicamente nulo es importante esperar y no terminar la extraccion de
inmediato ya que la mayoria de las ocasiones vuelve a aumentar la
velocidad de eyeccion una segunda vez —aunque por un tiempo mas corto-.
Se debe esperar minimo 1 minuto después de la Ultima gota antes de
terminar la extraccion, si no aumenta nuevamente el flujo se puede finalizar
la estimulacion.

Ocasionalmente el flujo de la leche puede ser muy bajo o practicamente
nulo y extenderse por un tiempo muy prolongado —puede observarse la
secrecion de gotas muy separadas una de otra-. Una vez identificado esto
se puede finalizar la extraccion. Esto puede ocurrir porque en el seno

siempre hay un volumen de leche residual.

Formatos para la recoleccion de datos

Aunque no toda la informacion recabada para el desarrollo del proyecto se

presenta en este trabajo, a continuacion se enlistan los formatos elaborados para

la recolecciéon de la informacion tanto de los sujetos de investigacibn como de la

toma de muestras biolégicas (ver Anexos):

Carta de consentimiento informado
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e Historia clinica

e Formato para la toma de medidas antropométricas de la madre y
recoleccion de informacion antropométrica del nifio.

e Formato para la toma de la muestra sanguinea de la madre

e Formato para la toma de muestra de leche
5.4.3 Andlisis de muestras bioldgicas
Manejo de las muestras de leche

Dado que las muestras de leche se conservaron a -70°C, preferentemente se
deben descongelar de forma paulatina con el objetivo de evitar un choque de
temperatura. La leche debe alcanzar la temperatura ambiente ya que a bajas

temperatura la grasa se pega al plastico o pueden formarse grumos de grasa.

La leche se estratifica rapidamente, en especial las muestras con mayor cantidad
de grasa, por lo cual es importante homogenizar bien la muestra con un agitador

tipo vortex justo antes de utilizarla.
5.4.3.1 Cuantificacion de cortisol en leche

Como se ha mencionado previamente, aunque existen estudios en la literatura
donde se cuantifica la concentracion de cortisol en leche humana, estos utilizan
distintas metodologias y las poblaciones de estudio son muy variadas [10, 23]. Por
lo tanto, parte del trabajo del presente proyecto fue la estandarizacion de la

metodologia para la cuantificaciéon de cortisol en leche.
5.3.3.1.A Inmunoensayo quimioluminiscente (IQ)

Se utilizo el estuche comercial IMMULITE/IMMULITE 1000 Cortisol-LKCO01 (E.U.A)
de Siemens para la determinacion cuantitativa de cortisol total en suero y leche

humanos.

Este es un inmunoensayo enzimatico competitivo de fase sélida que utiliza
tecnologia de quimioluminiscencia. La fase sdlida (microesfera) esta recubierta
con anticuerpo policlonal de conejo anti-cortisol. La fase liquida contiene fosfatasa

alcalina (intestino bovino de ternera) conjugada con cortisol.
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El equipo IMMULITE 1000 realiza el siguiente procedimiento de forma automatica:

1. La muestra y el reactivo se incuban junto con la microesfera recubierta

durante 30 minutos. Durante este tiempo, el cortisol presente en la muestra
compite con el cortisol conjugado con la enzima del reactivo por un nimero
limitado de sitios de union de anticuerpo.

La muestra no unida y el conjugado con la enzima se eliminan mediante
lavados de centrifugacion.

El sustrato quimioluminiscente se afiade a la unidad de reaccion que
contiene la microesfera y la sefial se genera en proporcion a la enzima

unida.

Preparacion de la muestra de leche para quimioluminiscencia

Para la cuantificacion de cortisol por IQ se utilizé la muestra de leche de tres

formas distintas:

Tratamiento con solvente: se utilizé éter para la extraccion del cortisol y
posteriormente se elabord una solucion de cortisol con agua desionizada.
Este método fue descartado en pruebas preliminares.

Sin tratamiento previo: se utilizé la muestra de leche de forma directa, sélo
asegurandonos de que estuviera adecuadamente homogeneizada.

Dilucién y tratamiento térmico: se diluyé la muestra de leche y se colocé en
bafio maria para desnaturalizar las proteinas y separar el coritsol de las

proteinas transportadoras.

En el apartado 6.2 se describen los resultados obtenidos con estas pruebas.

5.4.3.1.B. Radioinmunoanélisis (RIA)

Se utiliz6 el estuche comercial CORT_CT2 de Cisbio Bioassays® (Francia, Modelo

24, 2017) para la determinacion cuantitativa de cortisol total en suero y leche

humanos.

El principio de este ensayo esta basado en la competencia entre el cortisol

marcado y el cortisol contenido en los calibradores o las muestras a analizar por
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un numero fijo y limitado de sitios de unidn a anticuerpos unidos a la fase solida

(tubos recubiertos). Después de la incubacion, el cortisol marcado es removido

facilmente por un paso de lavado. La cantidad de cortisol marcado unido al

anticuerpo esta inversamente relacionado con la cantidad de cortisol no marcado

inicialmente presente en la muestra.

La muestra de leche se utilizO de forma directa, sin dilucion o proceso para

extraccion del cortisol.

El procedimiento utilizado para la cuantificacion de cortisol total fue el siguiente:

1.

Dispensar 20 ul de los calibradores reconstituidos y de las muestras a
analizar en los tubos recubiertos con anticuerpos anti-cortisol.

Afadir 500ul de cortisol-I'%°

(cortisol marcado) en cada tubo (incluyendo los
calibradores).

Mezclar los tubos suavemente con un agitador tipo vortex.

Incubar por 2 horas a 37°C.

Decantar el liquido de cada tubo de ensayo y golpear firmemente la parte
superior de los mismos contra papel absorbente (excepto los tubos de la
curva de calibracion).

Lavar una vez con 1 mL de agua destilada, sacudiendo la gradilla de tubos
a mano.

Vaciar los tubos y golpear firmemente contra papel absorbente. Dejar los
tubos parados al revés por al menos 5 minutos (excepto los tubos de la
curva de calibracion).

Medir la radiactividad remanente unida a los tubos con un contador gamma

calibrado para I**°.

5.4.3.2 Andlisis de la composicion de la leche humana

La leche humana —o de cualquier otro mamifero- no posee una composicion

constante. Esta puede variar por diversos motivos como son la etapa de lactancia,

la hora del dia, el estado de salud del bebé, etc. [42, 47, 48], y es importante
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considerar esto al momento de analizarla. Basicamente puede clasificarse en tres
tipos de leche de acuerdo a la etapa de lactancia [8]:

e Calostro: desde el nacimiento hasta el 4° dia de lactancia.

e Leche de transicion: a partir del 5° al 15° dia de lactancia

e Leche madura: a partir del 15° dia de lactancia.

El calostro posee una concentracion de proteina de aproximadamente 2.3 g/dL
[49], la cual va disminuyendo hasta alcanzar una concentracién de 0.9-1.2 g/dL [8]
en la leche madura. Por otra parte la concentracion de grasa en el calostro es
menor, siendo ésta de aproximadamente 2.9 g/dL [49] y aumentando hasta
alcanzar una concentracién aproximada de 3.8 a 4.2 g/dL [49, 50] en la leche
madura. Cabe mencionar que la grasa es uno de los componentes mas variables
de la leche, ya que su concentracién puede cambiar segun la hora del dia, si es el
inicio o el final de una toma, entre otros factores [42, 47]

Adicional a la cuantificacion de cortisol en leche, se realizdé la determinacion de

proteina total, grasa y agua con los métodos que se describen a continuacion.
e Proteina

La cuantificacion de proteina se realizé por una adpatacion del método de
Bradford. Para este ensayo se utilizé el Reactivo de Bradford de Bio-Rad; éste
andlisis estd basado en el cambio de color del colorante Azul Brillante de
Coomasie G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de proteinas. Este
compuesto interacciona con aminodcidos béasicos (especialmente arginina) y
aromaticos. La unién del colorante con las proteinas provoca un cambio en el
méaximo de absorcion del colorante desde 365 a 595 nm. El Azul Brillante de
Coomasie G-250 se presenta en dos formas con colores diferentes, rojo y azul. La
forma roja se convierte en azul cuando el colorante se une a la proteina.

Experimentalmente se mide la diferencia de absorbancias entre 595 y 365nm [45].
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Preparacion de la curva estandar

1. Diluir 1:10 la solucion estandar de albumina sérica bovina (ASB) con
concentracion de 10 mg/ml con agua desionizada para obtener una
solucion con concentracion de 1 mg/ml.

2. Diluir 1:5 la solucién de 1 mg/ml con agua desionizada para obtener una
solucion con concentracion de 400 pug/ml. Se utilizaron 200 ul en la curva:

80 ul ASB[1mg/ml] + 120 ul H,O0 desionizada = 200 ul ASB[400 pg/ml]

3. Afadir por duplicado a los pozos los volimenes correspondientes a cada

dosis:

Proteina
Volumen (ul) [ug/mi]

0 0

5 2

7.5 3

10 4

12.5 5

25 10

37.5 15

4. Anadir 200 ul del reactivo de Bradford previamente diluido 1:5.

5. Dejar incubar por 10 minutos y leer absorbancia a 595 nm.
Preparacion de la muestra

1. Diluir la muestra con agua desionizada de acuerdo a la etapa de lactancia:

Etapa de Dilucién
lactancia
Calostro (<48h) 1:100
1° Semana 1:50
Leche madura 1:20

Centrifugar las diluciones a 1400 rpm a 4°C por 10 minutos.
Separar la fase superior con una pipeta Pasteur.
Afadir por triplicado 10 pl de muestra en cada pozo.

Afnadir 200 pl del reactivo de Bradford previamente diluido 1:5.

o 00k w N

Incubar por 10 min y leer a 595 nm.
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e Grasa

La cantidad de grasa en leche humana se determiné por una adaptacion del

método de Folch [46]. Cada muestra se analiz6 por triplicado. El procedimiento

utilizado fue el siguiente:

1.
2.

Dispensar 200 pl de leche en tubos de ensayo de vidrio.
Anadir 5.4 ml de una mezcla de cloroformo y metanol (2:1) y 1.8 ml de
cloruro de sodio al 0.7%.

3. Cubrir tubos y agitarlos.

4. Centrifugar durante 15 min a 2000 rpm a 4°C.

5. Separar cuidadosamente la fase superior con ayuda de un sistema de

vacio.
Transferir la fase inferior a otros tubos de ensayo, los cuales fueron

previamente puestos a peso constante.

7. Colocar a bafio maria a 60°C para evaporar la mezcla de solventes.

9.

Colocar en una campana de extraccion para secar el agua remanente y se
evapore lo que resta de solventes.

Pesar los tubos hasta que alcancen un peso constante.

10.Determinar los gramos de grasa por gravimetria.

e Contenido de agua

El porcentaje de agua se determind por el método de gravimetria. Cada muestra

se analizo por triplicado. El procedimiento utilizado fue el siguiente:

1.

Dispensar de 100 a 500 pl de leche en charolas de papel aluminio, las
cuales fueron previamente puestas a peso constante.

Pesar las charolas con la muestra hiumeda.

3. Colocar las charolas en estufa a 60°C.

Pesar las charolas 24 horas después hasta que alcancen un peso
constante.

Determinar el porcentaje de agua por gravimetria.
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6. RESULTADOS
6.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Se obtuvieron 160 pares de muestras de suero y leche, aunque no todos los pares
pudieron ser utilizados para cuantificacion de cortisol por ambos métodos debido a
la cantidad de muestra obtenida. En la Tabla 2 se describen las caracteristicas

generales de la poblacion de estudio.

Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

MEDIA+EE N
Edad (afios) 29.3+0.7 160
Peso pregestacional (Kg) 61.6+1.1 158
IMC pregestacional (Kg/m?) 24.8+0.4 157
Ganancia de peso (Kg) 12.7+£0.6 157
No. De gestas 1.8+0.1 160
Edad gestacional al 39.040.2 159

nacimiento

Asi mismo, en el presente estudio se incluyeron mujeres cuyos hijos nacieron

tanto por parto (53.9%) como por cesarea (46.1%) (Tabla 3).

Tabla 3. Via de nacimiento

N %
Parto 86 53.8
Cesarea 74 46.3

Dado que muchas de las mujeres al momento del reclutamiento —especialmente
en las primeras etapas de lactancia- aun retienen liquidos y/o parte del peso que
ganaron durante su embarazo, se tomé como referencia para su clasificacion el
indice de Masa Corporal (IMC) pregestacional (Tabla 4 y Gréafica 1). Este fue
calculado con el peso pregestacional referido por las mujeres. Cabe mencionar
gue las mujeres que fueron clasificadas en el grupo de Obesidad, todas
correspondian a Obesidad Tipo |, es decir, con un IMC entre 30.0 y 34.9
Kg/m?[51].
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Tabla 4. Clasificacion por indice de Masa Corporal
pregestacional

1%

3% Bajo peso (<18.5Kg/m?)
CLASIFICACION N % e Normal (18.5-
24.9Kg/m?)
Bajo peso (<18.5Kg/m?) 2 1.3 Sobrepeso (25.0-
Normal (18.5-24.9Kg/m?2) 85 53.1 34% 530  29-9Kg/m?)
Sobrepeso (25.0-29.9Kg/m?) 54 33.8 Obesidad(=30.0Kg/m’)
Obesidad(Z30.0Kg/m2) 15 9.4 m Desconocido
Desconocido 4 25
TOTAL 160 100.0

Corporal pregestacional.

Gréfica 1. Clasificacién por indice de Masa

Aunque el IMC pregestacional est4 asociado a la salud durante el embarazo,

también es importante considerar la ganancia de peso durante el mismo. El peso

gue se debe aumentar durante la gestacion, asi como la velocidad de ganancia del

mismo va a depender del IMC pregestacional. Es por ello que también se clasificé

a las mujeres de acuerdo a si su ganancia de peso durante el embarazo fue

adecuada o inadecuada segun el IMC pregestacional individual (Tabla 5 y Grafica

2), de acuerdo a los parametros del Instituto de Medicina de los Estados Unidos

(IOM)[52]. Como puede observarse en la Tabla 5y en la Grafica 2, un 37% de las

mujeres tuvieron una ganancia adecuada de peso (n=33), sin embargo,

cantidad de mujeres que tuvieron una ganancia excesiva fue del 36.0% (n=32).

Tabla 5. Clasificacion de la ganancia de peso
durante el embarazo

Ganancia de

peso N %
Pérdida 4 25
Baja 32 20.0
Adecuada 60 375
Excesiva 58 36.3
Desconocida 6 3.8
TOTAL 160 100.0

la

Pérdida
20%
Baja
36%
Adecuada

Excesiva

38% m Desconocida

Grafica 2. Clasificaciéon de la ganancia de
peso durante el embarazo.
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6.2 COMPOSICION DE LA LECHE

Ademas de cuantificar la concentracion de cortisol en leche, se realizé el analisis
de proteina, grasa y agua en las distintas etapas de la lactancia (Tabla 6). La
cantidad de leche extraida de un seno es menor en las primeras 48 horas (Media
+ EE 3.4 £ 1.1 ml), aumenta durante la primera semana (Media £ EE 38.7 £ 7.1 ml)
hasta alcanzar una concentracion estable a partir del Mes 1 hasta el Mes 6-11 de
lactancia, es decir, no hay diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)
entre el Mes 1, Mes 2-3, Mes 4-5, Mes 6-11 de lactancia (Media = EE (ml): 68.3 +
9.1, 76.6 £ 9.3,63.9 + 7.8 y 68.6 * 8.2 respectivamente); posteriormente vuelve a
disminuir a partir de los 12 meses (Media + EE 37.2+7.9 ml). Aunque la cantidad
de leche extraida no representa el volumen total producido al dia, el aumento y
disminucién del volumen extraido es similar al aumento y disminucién reportados
del volumen total ingerido por los nifios de paises en desarrollo a lo largo de la

lactancia [53].

Tabla 6. Composicion de leche humana en diferentes etapas de lactancia.

Etapa de lactancia

<48H 1°S M 2-3M 4-5M 6-11M 212M

Componente (N=9) (N=27) (N=22) (N=33) (N=27) (N=29) (N=12)

Cantidad (ml) | 3.4+1.1* 387+7.1® 683+9.1° 766+9.3° 63.9+7.8" 686+82" 37.2+7.9%
Proteina (g/dl) | 28+0.6* 1.3+01° 1.0+00° 1.0+01° 1.0+00° 09+00° 1.2:0.1°
Grasa(g/dl) | 1.4+0.4* 3.0+03® 40+03" 40+03° 4.1+03" 36+03® 55+0.9°

Agua (g/dl) | 85.5+2.0° 87.9+0.3° 86.9+04% 87.4+03* 87.1+0.3% 87.6+0.3* 85.2+1.0°

Valores como media + EE. Datos que no comparten al menos una letra son estadisticamente diferentes,
(p<0.05). “Cantidad (ml)” se refiere a la cantidad de leche extraida de un seno.

En general, los cambios observados en la composicién en la leche corresponden a
la variacién normal esperada de los distintos nutrimentos a lo largo de la lactancia
y son similares a los datos reportados por la literatura [8, 49, 50]. Se espera que
conforme la leche pasa de calostro a leche madura la cantidad de proteina
disminuya -de 2.3 a 0.9-1.2 g/dL aprox.- y la cantidad de grasa aumente -de 2.9 a
3.8-4.2 g/dL aprox.-. De las primeras 48 horas al primer mes la media de la

concentracion de proteina (Grafica 3) disminuyé de 2.8 a 1.0 g/dL y mantuvo la
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misma concentracion hasta el mes 4-5; la cantidad de grasa (Grafica 4) aumenté

de 1.4 a 4.0 g/dL y se mantuvo estable hasta el mes 4-5 (4.1 g/dL).
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<48H 1°s im 2-3M 4-5M  6-11IM  >12M <48H 1°s im 2-3M  45M  6-11IM  >12M
Etapa de lactancia Etapa de lactancia
Grafica 3. Cantidad de proteina en leche Media + Gréfica 4. Cantidad de grasa en leche Media +
EE, datos que no comparten la misma letra son EE, datos que no comparten al menos una letra son
estadisticamente diferentes, (p<0.05) estadisticamente diferentes, (p<0.05)
6.3 CORTISOL

6.3.1 Cortisol en suero por Inmunoensayo Quimioluminiscente (IQ) vy

Radioinmunoanalisis (RIA)

La concentracion de cortisol en suero se determind tanto por 1Q como por RIA
utiizando la muestra de forma directa. En la Tabla 7 se muestran las
concentraciones de cortisol en suero en cada etapa. No hubo diferencias
significativas entre ambos métodos en ninguna de las etapas de lactancia
(P<0.05) excepto durante las primeras 48 horas de lactancia (P=0.016). Cabe
mencionar que el tamafo de muestra (n=4) en esta etapa pudo haber influido en el
resultado obtenido; dadas las dificultades para la recoleccion de muestras
biolégicas durante las primeras horas de lactancia fueron pocas las muestras de
suero que pudieron cuantificarse por ambos métodos. Cabe sefalar que en los
laboratorios de andlisis clinicos tanto RIA como IQ son utlizados para la

cuantificacion de cortisol [54].
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Tabla 7. Concentracion de cortisol en suero por Quimioluminiscenciay
Radioinmunoanélisis.

[Cortisol (ng/ul)] en SUERO (Media * EE)

Etapa N Quimioluminiscencia Radioinmunoanalisis P
<48 horas 4 362.5 + 36.2 238.8+£ 8.6 0.016
1° Semana 19 249.2+21.2 225.3+22.8 0.448

Mes 1 20 151.8 £+ 13.7 1443 £ 11.7 0.680

Mes 2-3 32 139.3+7.8 145.0 + 8.7 0.628
Mes 4-5 26 1152+ 8.6 122.1+£75 0.551
Mes 6-11 28 1325+£6.5 1442 +5.4 0.174
2Mes12 11 108.1+10.7 119.2+11.6 0.491

Para el analisis estadistico los resultados derivados de la cuantificacién de cortisol
en suero por un método se analizaron junto con los resultados obtenidos por el
mismo método en leche. Los valores de la concentracion de cortisol tanto en suero

como en leche se presentan como Media * EE (error estandar).

6.3.2 Determinacion de cortisol en leche mediante Inmunoensayo

Quimioluminiscente (IQ)

Para la estandarizacién de la metodologia para cuantificacion de cortisol en leche
se utilizaron dos métodos: IQ y RIA. Asi también, para la determinacién de cortisol

en suero se utilizaron ambos métodos.

Para la cuantificacion de cortisol por IQ se utilizé la muestra de leche de tres

formas distintas:

1. Tratamiento con solvente (éter).
2. Dilucion de la muestra y tratamiento térmico.

3. Sin tratamiento previo.

Para la primera se utilizd éter para la extraccién del cortisol y posteriormente se
elabord una solucion de cortisol con agua desionizada, misma que fue analizada.
Para la segunda variante con las muestras diluidas se preparé una solucion de
leche 1:1 con agua desionizada; posteriormente se puso la solucion a bafio maria

a 60°C por 1 hora con la finalidad de separar el cortisol de las proteinas de
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transporte a las que se encuentra unida (CBG y albumina principalmente). Para la
tercera variante se utilizé la muestra de leche de forma directa, sélo asegurando

gue estuviera adecuadamente homogeneizada.

Se realizaron pruebas preliminares con muestras de leche humana con la primera
y segunda variantes. Con la determinacion de la concentracidon de cortisol en leche
utilizando la extraccion con éter los resultados obtenidos fueron concentraciones
mas bajas que con la dilucidn cuyos valores se encontraban por debajo del limite
de deteccion del ensayo (<1 pg/dL), ademas, el segundo procedimiento fue mucho

mas sencillo; por lo tanto, el primer procedimiento fue descartado.

En la Tabla 8 pueden observarse las concentraciones de cortisol en leche de las
muestras que fueron diluidas y de las que fueron utilizadas de forma directa (no
diluidas). La diferencia entre las concentraciones de cortisol de las muestras de
leche diluidas y las muestras no diluidas (Media + EE (upg/dl): 1.9 £ 0.3 vs. 5.1 +
0.3) fue significativa (P<0.001).

Tabla 8. Concentracidn de cortisol en leche por Inmunoensayo Quimioluminiscente

[Cortisol (ug/dl)] en

N | ECHE (Media + EE)
Diluidas 90 1.9+£0.3
No diluidas 70 51+0.3

6.3.3 Cortisol en suero vs cortisol en leche por Inmunoensayo

Quimioluminiscente (IQ)

Se realiz6 un andlisis de correlacion de Spearman entre la concentracion de
cortisol en suero y la concentracion de cortisol en leche con las muestras de leche
diluidas (n=90) y las no diluidas (n=70) (Tabla 9). En ambos casos hubo una
correlacion positiva significativa: rs=0.361 (P=5.07x10"*%) y rs=0.375 (P=0.015)
respectivamente. Al realizar el mismo analisis incluyendo todos los pares de
suero-leche (n=160) -incluyendo muestras tanto diluidas como no diluidas- no
hubo correlacion (rs =0.0771, P=0.342).
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Tabla 9. Concentracién de cortisol en suero y leche de acuerdo a las variantes del Inmunoensayo
Quimioluminiscente

[Cortisol (ug/dl)] [Cortisol (ug/dD)]

N en SUERO en LECHE Is P
(Media + EE) (Media + EE)
Diluidas 90 17.6£0.9 1.9+0.3 0.361 5.07x10-4
No diluidas 70 13.1+0.7 5.1+0.3 0.375 0.015
Diluidas +
No diluidas 160 15.8+0.6 3.4+0.2 0.0771 0.342

6.3.4 Concentracion de cortisol por Radioinmunoandlisis (RIA)

Todas las muestras analizadas por RIA se corrieron en un mismo ensayo. En el
suero el coeficiente de variacion intraensayo fue del 12.0%, mientras que en la
leche fue del 22.7%.

Para el andlisis detallado de la concentracion de cortisol en suero, la
concentracion de cortisol en leche y la relacion que hay entre ambas solo se usé
RIA, ya que en la cuantificacion de cortisol en leche éste método es capaz de
detectar bajas concentraciones de cortisol, los resultados tienen una mayor
similitud con lo reportado en la literatura en comparacion con 1Q, ademas de que
hubo una gran variacién en los resultados al cuantificar cortisol en leche por I1Q.

Estos puntos se discutiran a detalle mas adelante.

La concentracion de cortisol en suero es significativamente mayor durante las
primeras 48 horas y la primera semana de lactancia (Media + EE: 2445 + 8.8 y
227.1 £ 21.7 ng/ul respectivamente); posteriormente la concentraciéon disminuye
hacia el Mes 1 (Media + EE: 144.3+11.7ng/ul) y se mantiene estable a lo largo de
las etapas de lactancia restantes (Grafica 5A), es decir, no hay diferencias
significativas entre ninguna de las etapas del Mes 1 en adelante (P>0.05). En la
Gréfica 5B puede observarse que la concentracion de cortisol en leche es
significativamente mayor en las primeras 48 horas de lactancia, disminuye durante
la primera semana y lo hace aiin mas a partir del primer mes de lactancia (Media +
EE: 142 £ 23, 6.1 £ 1.1 y 2.9 £ 0.5 ng/ul respectivamente; P<0.05), donde
alcanza concentraciones estables hasta el mes 4-5, ya que no hay diferencias
entre el Mes 1, Mes 2-3 y Mes 4-5 (MediatEE: 2.9+0.5, 3.2+0.4 y 2.8+0.3
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respectivamente; P>0.05). Tanto en suero como en leche la concentracion de

cortisol disminuye después del parto, sin embargo, el comportamiento no es

exactamente igual a lo largo de las etapas de lactancia.
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Grafica 5. Concentracion de cortisol en suero y leche por Radioinmunoanalisis. Media+EE ,

datos que no comparten al menos una letra son estadisticamente diferentes, (p<0.05)

En la Tabla 10 se presentan las medias de la concentracion de cortisol en suero y

leche, donde puede observarse que la concentracion de cortisol en leche es

significativamente menor (P<0.001), cantidad que representa del 2.0 al 5.8% del

cortisol en suero.

Tabla 10. Fraccion de la concentracion de cortisol en suero presente en laleche.

Cociente de
[Cortisol] en

leche/[Cortisol] en

[Cortisol (ng/uD)] [Cortisol (ng/ul)]
N en SUERO (Media en LECHE (Media

* EE) * EE) suero x 100 (%)

<48 horas 5 2445 + 8.8% 14.2+2.3? 5.8
1° Semana 20 227.1+21.7° 6.1+1.1° 2.7
Mes 1 20 144.3 + 11.7° 2.9+0.5° 2.0
Mes 2-3 33 144.6 + 8.4° 3.2+0.4° 2.2
Mes 4-5 27 123.0 + 7.3 2.8+0.3° 2.3
Mes 6-11 29 145.2 + 5.3 4.3+0.5 2.9
>2Mes 12 11 117.1 +11.7° 3.7+1.2* 3.2

Datos correspondientes al mismo tipo de muestra —suero o leche- que no comparten al menos una letra son

estadisticamente diferentes (p<0.05).
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6.3.5 Relacion entre la concentracion de cortisol en suero y la

concentracion de cortisol en leche.

Para determinar si hay correlacion entre la concentracion de cortisol en suero y la
concentracion de cortisol en leche se utilizaron los resultados derivados del RIA.
Se realizd un andlisis de correlacién Spearman -ya que los resultados obtenidos
en leche no poseen una distribucibn normal- que abarcé todas las etapas de
lactancia (Grafica 6). La correlacion entre ambas concentraciones fue positiva con
un coeficiente de correlacién de rs=0.770 y un valor de P de 2x107, lo cual quiere
decir que entre mayor es la concentracion de cortisol en suero mayor es la

concentracion de cortisol en leche.
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Grafica 6. Concentracion de cortisol en suero vs concentracion de cortisol en leche.

Como se menciond anteriormente, el andlisis de correlacion abarca todas las
etapas de lactancia del estudio. Sin embargo, como se puede observar en las
Gréficas 5A y 5B el comportamiento de la concentracion de cortisol en suero y en
leche aunque es similar, no es exactamente igual a lo largo de las etapas de
lactancia. Sumado a ello, se sabe que la composicion de la leche y la

permeabilidad a lo largo de la lactancia no siempre es la misma.
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Por lo tanto, se realizé un analisis de regresion lineal y posteriormente un analisis
de covarianza utilizando tres variables —cortisol en suero, cortisol en leche y etapa
de lactancia-, considerando que no sélo la concentracion de cortisol en suero
podria afectar la concentracion de cortisol en leche, sino también la etapa de
lactancia. Cabe mencionar que para el analisis se utilizé el logaritmo para la

normalizacién de los datos de la concentracién de cortisol en leche.

Los resultados arrojaron que la concentracion de cortisol en suero si afecta la
concentracion de cortisol en leche (Fy 13:= 165.3505, P=2.2x10%°), que la etapa de
lactancia también (Fg131= 4.0464, P=0.0009), asi como la interaccion entre la
concentracion de cortisol en suero y la etapa de lactancia (Fs131= 5.2590,
P=6.954x107).

Asi mismo, se realizé de forma individual el analisis de correlaciéon de la
concentracion de cortisol en suero y la concentracion de cortisol en leche para
cada una de las etapas de lactancia. En la Tabla 11 se muestra el coeficiente de
correlacion de Spearman (rs) y el valor de P para evaluar la significancia
estadistica. En todas las etapas de lactancia hay una correlacién positiva
significativa (P<0.05) entre la concentracion de cortisol en suero y la concentracion

de cortisol en leche con un rs mayor a 0.65 en todos los casos.

Tabla 11. Correlacion entre la concentracion de cortisol en suero y la concentracién de
cortisol en leche en cada etapa de lactancia.

[Cortisol (ng/uD)] en [Cortisol (ng/uD)] en

N SUERO (Media + EE) LECHE (Media + EE) s P
<48 horas 5 2445+ 8.8 14.2+2.3 0.800 1.33x107
1° Semana 20 227.1+21.7 6.1+1.1 0.702 4.36x10™

Mes 1 20 144.3 + 11.7 2.9+0.5 0.839  2x107
Mes 2-3 33 144.6 + 8.4 3.2+0.4 0.814  2x107
Mes 4-5 27 123.0+ 7.3 2.8+0.3 0.657 1.68x107
Mes 6-11 29 145.2 +5.3 4.3+0.5 0.853  2x107
>Mes 12 11 117.1 +11.7 3.7+1.2 0.810 8.76x10*
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6.3.6 Relacién entre el cortisol y la composicion de la leche

Como se ha mencionado anteriormente, dentro de las multiples funciones que
posee el cortisol se encuentran la regulacion del metabolismo energético y el
desarrollo y funcionamiento de la glandula mamaria lo cual abarca la estimulacion

de la activacion secretora y la sintesis de leche y el mantenimiento de la lactancia.

Es posible que el cortisol tenga un impacto en la composicion de la leche
produciendo un aumento de los nutrimentos que proveen calorias a la leche como
la proteina y la grasa. En el estudio de Hinde et al. (2015) realizado en macacos
rhesus se encontrd que la concentracion de cortisol en leche —en muestras del
primer mes de lactancia y de la lactancia pico (entre el 3° y 4° mes)- esta asociada

positivamente con la cantidad de grasa y de proteina en la leche.

Por lo tanto, en el presente estudio se realizaron correlaciones de Spearman tanto
de la concentracion de cortisol en suero como de la concentracion de cortisol en
leche con la grasa y la proteina de la leche de las diferentes etapas estudiadas,

realizadas tanto individualmente como en conjunto.

En la Tabla 12 se encuentra el andlisis de correlacion entre la concentracion de
cortisol en suero y la cantidad de proteina de la leche de las diferentes etapas
estudiadas y en ninguno de los casos hubo correlacion (P>0.05).

Tabla 12. Correlacién entre la concentracién de cortisol en suero y la cantidad de proteina

de laleche.
[Cortisol (ng/ul)] en  Proteina
Etapa N gUERO (Media + EE)  (g/dl) fs P
<48 horas 5 244.5+8.8 2.7+0.9 0.600 >0.05
1° Semana 19 225.3+22.8 1.4+0.2 0.379 >0.05
Mes 1 20 144.3+11.7 1.0+£0.0 -0.127 >0.05
Mes 2-3 32 144.9+8.7 1.0+£0.0 0.110 >0.05
Mes 4-5 27 123.0+7.3 1.0+£0.0 -0.257 >0.05
Mes 6-11 29 145.2+5.3 0.9+0.0 0.131 >0.05
2Mes12 11 119.2+11.6 1.2+0.1 -0.064 >0.05
TODAS LAS
ETAPAS 143 152.9+5.3 1.1+0.0 0.149 >0.05
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En la Tabla 13 se encuentra el analisis de correlacion entre la concentracion de
cortisol en leche y la cantidad de proteina de la leche de las diferentes etapas.
Solo en el caso del Mes 4-5 de lactancia hubo una correlacion negativa (rs=-0.561,
P<0.01) —contrario a lo encontrado en el estudio de Hinde et al-. Sin embargo,

este dato debe confirmarse con el incremento del nimero de muestra.

Tabla 13. Correlacion entre la concentracion de cortisol en leche y la cantidad de proteina de

laleche.
[Cortisol (ng/u)] en  Proteina
Btapa N | ECHE (Media+ EE)  (g/dI) fs P
<48 horas 5 14.2+2.3 2.7+0.9 0.600 >0.05
1° Semana 19 6.0£1.2 1.4+0.2 0.126 >0.05
Mes 1 20 2.9+0.5 1.0+£0.0 0.155 >0.05
Mes 2-3 32 3.210.4 1.0+£0.0 0.175 >0.05
Mes 4-5 27 2.840.3 1.0+£0.0 -0.561 <0.01
Mes 6-11 29 4.3+x0.5 0.9+0.0 0.045 >0.05
2Mes 12 11 3.7+1.2 1.2+0.1 0.236 >0.05
TODAS LAS
ETAPAS 143 4.1+0.3 1.1+0.0 0.0638 >0.05

En el caso de la grasa, en la Tabla 14 se encuentra el andlisis de correlacion entre
la concentracion de cortisol en suero y la cantidad de grasa de la leche de las
diferentes etapas. Hubo correlacion negativa (rs=-0.245, P<0.01) al realizar el
analisis en conjunto de todas ellas. Sin embargo, no se observa lo mismo al

analizar las etapas de forma individual.

Tabla 14. Correlacion entre la concentracion de cortisol en suero y la cantidad de grasa de la
leche.

[Cortisol (ng/pD)] en Grasa

Etapa N SUERO (Media+EE)  (g/dl) fs P
<48 horas 5 244.5+8.8 1.6+0.4 -0.103 >0.05
1°Semana 19 205.3422.8 32413  -0.377 >0.05

Mes 1 20 144.3+11.7 4103  -0.228 >0.05

Mes 23 32 144.9+8.7 41t03  -00576  >0.05
Mes 45 27 123.0+7.3 41:03  0.0673 >0.05
Mes 6-11 28 1455455 36:0.3  -0.125 >0.05
>Mes12 11 119.2+11.6 53:t1.0  0.290 >0.05
TODAS LAS

DAS L/ 142 153.145.3 3.9+1.8  -0.245 <0.01
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En la Tabla 15 se encuentra el analisis de correlacion entre la concentracion de
cortisol en leche y la cantidad de grasa de la leche de las etapas estudiadas. En la
Primera Semana de lactancia hubo correlacién negativa (rs=-0.538, P<0.05) asi

como en el andlisis en conjunto de todas las etapas (rs=-0.230, P<0.01).

Tabla 15. Correlacion entre la concentracion de cortisol en leche y la cantidad de grasa de la
leche.

[Cortisol (ng/uD)] en Grasa

Etapa N LECHE (Media+EE)  (g/dI) s P
<48 horas 5 14.2+2.3 1.6:0.4  -0.205 >0.05
1° Semana 19 6.0+1.2 3.2+1.3 -0.538 <0.05

Mes 1 20 2.9+0.5 4.1+0.3  -0.375 >0.05

Mes 2-3 32 3.2+0.4 4.1+0.3  -0.020 >0.05
Mes 4-5 27 2.8+0.3 4.1+0.3  0.088 >0.05
Mes 6-11 28 4.3+0.6 3.6:0.3 -0.017 >0.05
> Mes 12 11 3.7+1.2 53+1.0  0.299 >0.05
TODAS LAS
ETAPAS 142 4.1+0.3 3.9+1.8 -0.230 <0.01
7. DISCUSION

Es importante esclarecer qué es lo que sucede con el cortisol en cada uno de los
puntos del trayecto desde que es secretado en la madre hasta que ejerce un
efecto en el hijo, lo que incluye la transferencia a través de la leche materna.
Aunque diversas condiciones maternas puedan afectar la composicién de la leche
o la concentracion de cortisol en la misma, el conocer la concentracion en suero
de cortisol es una referencia de suma importancia ya que, aunque tuviéramos una
descripcidn extensa de las caracteristicas maternas o el control de la poblacién de
estudio fuera muy estricto, no sabriamos cémo afectarian estas caracteristicas a la
concentracion de cortisol en suero que es de donde proviene el cortisol en la

leche.

Para la cuantificacion de cortisol en suero en la practica clinica tanto RIA como 1Q
son apropiados. Se cuantifico la concentracion de cortisol del suero materno por
ambos meétodos con la finalidad de poder realizar los analisis correspondientes

con la concentracidon de cortisol en leche cuantificada mediante el método
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homologo. Los resultados obtenidos por RIA y los obtenidos por IQ en suero son
similares en todas las etapas de lactancia. Sin embargo, en el caso de la leche no

ocurrié lo mismo.

El trabajo realizado para la elaboracion de la presente tesis involucrd la
estandarizacion de la metodologia para la cuantificacion de cortisol en leche
humana ya que aun se desconoce cual es el método ideal para hacerlo y cuales
son las ventajas y desventajas que tiene el uso de cada uno de ellos. Aunque se
utilizé tanto RIA como 1Q, se eligio el primer método y los resultados arrojados por
éste fueron los utilizados para el andlisis de la relacion entre el cortisol en suero
materno y el cortisol en leche; los motivos de esta eleccibn se exponen a

continuacion.

Los resultados de la concentracion de cortisol en leche cuantificada por RIA
(Media: 11.3 nmol/L; Rango: 0.33-60.4 nmol/L) tienen una mayor similitud a las
concentraciones reportadas en otros estudios donde se utilizan diferentes métodos
para cuantificacion de la hormona [10, 23] (Tabla 1), mientras que la
concentracion de cortisol cuantificada por 1Q se aleja de ellas y es mayor (Media:
94.14 nmol/L; Rango: 0.03-333.8 nmol/L). En comparacion con el estudio llevado a
cabo por Grey et al. (2013) donde utilizaron 1Q con deconjugacion enzimatica, la
media de la concentracion de cortisol obtenida por 1Q del presente proyecto es 15
veces mayor (6.1 vs 94.1 nmol/L) [5]. Respecto al RIA, el rango de la
concentracion de cortisol reportada por Kulski & Hartman (1981) es similar a
nuestros resultados obtenidos con el mismo método (0.6-88 vs 0.33-60.4 nmol/L)
[22]. Groer, Humenick & Hill (1994) también cuantificaron mediante RIA [39], sin
embargo, en comparacién con otros estudios que utilizaron inmunoensayos [10,
23] y con nuestros resultados las concentraciones extremadamente altas de

cortisol en leche no pueden explicarse (Medias de 1600 y 1700 nmol/L).

También hubo una gran variacion en los resultados al cuantificar cortisol en leche
por 1Q. Los resultados obtenidos con las muestras diluidas y sometidas a
tratamiento térmico en comparacion con los de las muestras sin ningun

tratamiento fueron muy distintos entre si. La concentracion de cortisol fue mayor al
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utilizar la muestra de forma directa versus al diluirla (Media £ EE: 5.1 £ 0.3 vs. 1.9
+ 0.3). Ademas, hubo una gran variacion interensayo en muestras procesadas con

el mismo tratamiento.

A pesar de que al utilizar 1Q los valores arrojados son mayores que con RIA, hubo
numerosos valores que se encontraban por debajo del limite inferior de deteccion
(<1 ug/dL= 27.59 nmol/L) y se calcularon utilizando las cuentas por segundo
(CPS) y extrapolando la curva y otros cuyas CPS eran ya muy bajas como para
calcular un resultado confiable (<0.001 ug/dL= 0.028 nmol/L). Esto quiere decir
que, dados los limites de deteccidon que posee el equipo que se utiliza en nuestro
laboratorio para 1Q, no es un método util para cuantificar cortisol en leche bajo
nuestras condiciones de trabajo, ya que es comun que las concentraciones de

cortisol en leche sean bajas.

Es posible que la IQ sea util para la cuantificacion de cortisol en leche humana, sin
embargo, dada la cantidad de muestra de leche que se tenia no fue posible
realizar mas pruebas para encontrar la manera adecuada de hacerlo por este
método de la forma mas apropiada; ademas, el equipo y los reactivos utilizados no

pueden cuantificar concentraciones menores a 1 ug/dL.

En general, las bajas concentraciones de cortisol que hay en leche podrian
presentar una problematica para el andlisis ya que una variacion muy pequefa en
unidades —considerada apropiada segun el método utilizado y que para la
cuantificacion en suero no representa problema alguno- podria significar un

porcentaje de variacién inter o intraensayo mayor de lo esperado.

En resumen, para las condiciones de trabajo de nuestro laboratorio el RIA se
consider6 un método mas adecuado que la IQ para la cuantificacién de cortisol en
leche humana ya puede detectar cantidades muy bajas del analito, considerando
que la concentracion de cortisol en la leche es mucho menor en comparacion con
el suero. Ademas, el RIA es capaz de hacerlo en mezclas con grandes cantidades
y diversidad de materiales extrafios, como en el caso de la leche, por no lo que no
es necesario purificar previamente la muestra como ocurre en el caso de la 1Q.

Ademas, los resultados obtenidos por RIA tienen una mayor similitud a lo que ya
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se encuentra reportado en la literatura. Por lo tanto, los resultados obtenidos por
RIA fueron los seleccionados para el andlisis de la relacion entre la concentracion

de cortisol en suero materno y la concentracion de cortisol en leche.

Como se mostrd en los resultados, la concentracion de cortisol en suero es mayor
durante las primeras 48 horas y la primera semana de lactancia —no hay
diferencias significativas entre estas dos etapas- versus el resto de las etapas de
lactancia; una vez que la concentracion de cortisol disminuye, ésta se mantiene
estable y no hay variaciones entre las etapas a partir del Mes 1. Este se considera
un comportamiento adecuado ya que, después del nacimiento, se espera que la
concentracion de cortisol en suero regrese a su concentracién antes del parto y

continte descendiendo durante la lactancia [4].

En la leche, aunque la concentracion de cortisol también disminuye, el
comportamiento a lo largo de las etapas de lactancia es un poco distinto. La
concentracion de cortisol en leche es mayor durante las primeras 48 horas que
durante la primera semana de lactancia (Media £ EE: 14.2 £ 23 vs 6.1 =+ 1.1,
P<0.001) y ésta a su vez, es mayor (P<0.05) que la concentracion al Mes 1 de
lactancia (Media + EE: 2.9 + 0.5). La concentracidon de cortisol se mantiene estable
cuando la leche ya es madura, a partir del Mes 1 en adelante no hay diferencias
significativas en la concentracion de cortisol en leche entre etapas (P>0.05). Tanto
en suero como en leche la concentracion de cortisol disminuye después del parto,
sin embargo, uno de los motivos por lo cual su comportamiento no se mimetice
podrian ser los cambios que ocurren en la glandula mamaria que afectan su
permeabilidad y, por lo tanto, la transferencia de algunos componentes

provenientes del suero a la leche.

El resultado del analisis de correlacion de Spearman entre las concentraciones de
cortisol en suero materno y en leche cuantificadas por RIA fue una correlacion
positiva (rs=0.770 y P=2x10") con lo cual se cumple la hipétesis propuesta; esto
quiere decir que entre mayor es la concentracion de cortisol en suero mayor es la

concentracion de cortisol en leche.
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La importancia de este hallazgo radica en la falta de informacion respecto a cOmo
se relaciona el cortisol del suero materno con el cortisol en la leche. Como se
menciond con anterioridad, sélo existen dos estudios previos que estudian esta
relacion; sin embargo, tienen algunas desventajas. Los analisis realizados por
Kulski & Hartman (1981) se llevaron a cabo con secreciones de calostro durante el
embarazo, lo que no representa realmente lo que sucede durante la lactancia, ya
que tanto la concentracion de cortisol puede ser distinta, asi como la
permeabilidad de la glandula mamaria; ademas el nimero de pares suero-leche
analizados es mucho mas pequefio que la del presente estudio (n=10 vs n=145) y
no hubo significancia estadistica (r=0.52, P>0.05). En el estudio reportado por
Patacchioli et al. (1992) la relacion lineal entre la concentracién de cortisol en
suero y leche de mujeres entre de los dias 1 al 5 post-parto fue estadisticamente
significativa (r=0.5404, P<0.001) [23], sin embargo, no reportan lo que sucede en

etapas posteriores como en el presente proyecto.

No sélo la correlacién arroja informacion sobre la relacion que hay entre el cortisol
en suero y en leche, este resultado es respaldado por el andlisis de regresion
lineal y de covarianza donde se descubre que no soélo la concentracién de cortisol
en suero afecta la concentracion de cortisol en leche (F1131= 165.3505, P=2.2x10
18), sino también la etapa de lactancia (Fe 13:= 4.0464, P= 0.0009) y la relacién que
existe entre el cortisol en suero y la etapa (Fe131= 5.2590, P=6.954x107). Asi, la
relacion entre cortisol en suero y leche puede tener diferentes caracteristicas de
acuerdo a la etapa; pueden existir factores que afecten en mayor o menor grado la

concentracion de cortisol en leche de acuerdo a la etapa de lactancia.

Al realizar el andlisis de la correlacién entre la concentracion de cortisol en suero y
la concentracion de cortisol en leche de forma individual, en todas las etapas hubo
una correlacion significativa (P<0.05) con un coeficiente de correlacion (rs) mayor a
0.65 en todos los casos, lo que quiere decir que la relacion observada en el
resultado global se mantiene en cada una de las etapas de lactancia. El rs varia
entre las etapas de lactancia y su valor va desde 0.657 a 0.853, asi como también

varia el valor de P; estas variaciones en los valores de rs y P podrian deberse a
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los efectos ya mencionados de la etapa de lactancia y la concentracion de cortisol

en suero sobre la concentracion de cortisol en leche.

Los resultados obtenidos del presente estudio sugieren que también los cambios
en la permeabilidad de la glandula mamaria asociada a la etapa y al estado de
lactancia podrian afectar la transferencia de cortisol del suero a la leche. La
permeabilidad de la glandula mamaria disminuye conforme avanza la lactancia.
Durante la transicion de calostro a leche madura las UE entre las células del tejido
mamario se forman y cierran debido a la accion de los glucocorticoides alterando
la transferencia de iones y moléculas y, por supuesto, la transferencia de cortisol.
Entre menor sea el tiempo transcurrido después del parto, las uniones entre las
células estaran mas abiertas y el transporte de proteinas plasmaticas y otras
moléculas por via paracelular serd mayor. Una elevada concentracién de cortisol
en leche en las primeras horas de lactancia dependeria no sélo de una elevada
concentracion de cortisol en suero sino también de que hay una via alternativa a la
transcelular que permite una mayor transferencia de cortisol dentro del alveolo
mamario. Por ello, es probable que durante la primera semana de lactancia, a
pesar que hay una concentracion sérica de cortisol elevada al igual que durante
las primeras 48 horas, la concentracion de cortisol en leche sea menor puesto que

las UE estan en proceso de formacién y todavia no se cierran por completo.

En las Gltimas dos etapas de lactancia, de 6 a 11 meses y mayor a 12 meses, la
concentracion de cortisol en leche parece aumentar aun cuando no se observa lo
mismo en el suero (Grafica 5); la concentracién de cortisol en leche en estas
etapas es similar a la de la Primera Semana y el Mes 1 —las cuales con
estadisticamente diferentes entre si- pero menor que en las Primeras 48 horas.
Una posible explicacion de este hecho es el inicio de la alimentacién
complementaria; con ello ocurre una disminucion de tomas al seno materno,
ademas que no todas las mujeres planean dar lactancia segun lo recomendado
por la OMS por lo que inician el proceso de destete. Si la leche no es removida del
seno, la glandula se distiende y la produccion de leche desciende gradualmente

[55]. Sumado a esto, se sabe que durante el proceso de destete ocurre una
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involucion del tejido mamario donde éste regresa a una condicién no lactante —
aunque la estructura y morfologia no es exactamente igual al estado nuliparo- [55],
por lo que también las uniones estrechas entre las células que se habian formado
comienzan a abrirse nuevamente y podria haber un mayor transporte paracelular

de cortisol.

A pesar de que la mayoria de los lactantes iniciaron la alimentacion
complementaria a partir de los seis meses, pueden existir otros mecanismos
diferentes al consumo de otros alimentos y/o la falta de estimulacién del seno que
se sumen a la explicacion de este fendmeno, ya que en el presente estudio habia
mujeres que practicaban cualquier tipo de lactancia, es decir, que recibian algun
otro tipo de leche distinta a la materna desde antes de iniciar la alimentacion con

solidos.

En cuanto a la relacion que existe entre el cortisol y la composicion de la leche, los
resultados de los analisis de correlacion entre la concentracion de cortisol tanto en
suero como en leche con la cantidad de proteina y de grasa de la leche no
establecen una relacion entre ellos, ya que al analizar las diferentes etapas de
lactancia individualmente sélo hubo correlacién negativa en el Mes 4-5 entre la
concentracion cortisol en leche y la proteina (rs=-0.561, P<0.01) —dato que debe
confirmarse con un incremento en el tamafio de muestra puesto que es distinto al
resto de las etapas- y durante la Primera Semana entre la concentracién de
cortisol en leche y la cantidad de grasa (rs=-0.538, P<0.05). Al analizar todas las
etapas en conjunto hay una correlacion negativa entre la cantidad grasa de la
leche tanto con la concentracién de cortisol en suero (rs=-0.245, P<0.01) como con
la concentracién de cortisol en leche (rs=-0.230, P<0.01). Sin embargo, es posible
que estos hechos ocurran de forma simultdnea sin tener una relacién causal, ya
gue es normal que la concentracion de cortisol tanto en suero como en leche

disminuyan conforma avanza la lactancia mientras que la grasa aumenta.

Aungue la concentracion de cortisol en leche haya tenido una asociacion positiva
con la cantidad de grasa y proteina de la leche de macacos rhesus [6] y en el

presente estudio no haya ocurrido lo mismo, esto puede deberse a las diferencias

49



en las funciones que posee el cortisol en la produccién de leche y funcionamiento

de la gldndula mamaria entre especies.

Los argumentos anteriormente expuestos ofrecen una explicacion teodrica a las
concentraciones de cortisol en la leche observadas a lo largo de la lactancia. Sin
embargo, seria necesario estudiar los mecanismos de transporte de cortisol en la
glandula mamaria en diferentes grados de permeabilidad para comprobarlo.
Ademas, aun es necesario realizar otros estudios que ayuden a describir con mas
detalle los factores que afectan el transporte del cortisol a través de la glandula

mamaria y los determinantes del comportamiento del cortisol en la leche humana.
8. RESUMEN DE RESULTADOS

De lo expuesto y discutido en el presente trabajo se pueden destacar los

siguientes puntos:

e La concentracién de cortisol en suero tiene una correlacion positiva con la
concentracion de cortisol en leche, es decir, que al aumentar el cortisol en
suero ocurre un aumento del cortisol en la leche.

e La concentracion de cortisol en leche no sélo depende de la concentracion de
cortisol en suero, sino también de la etapa de lactancia —asociada a la
permeabilidad de la glandula mamaria- y de la interaccién entre estas dos
variables.

e El RIA se consider6 un método mas adecuado que la quimioluminiscencia
para la cuantificacién de cortisol en la leche humana ya que puede detectar
cantidades muy bajas de cortisol como las que hay en la leche, ademas de
gue la manipulacion de la muestra es menor debido a que no es necesario
purificarla.

¢ No hay correlacion entre la concentracion de cortisol en suero o leche con la
cantidad de proteina y grasa en las diferentes etapas estudiadas a excepcion

del cortisol en leche con la grasa en la Primera Semana de lactancia.
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9. CONCLUSIONES

En conclusidn, en el presente estudio se demostré que la concentracion de cortisol
en el suero materno tiene una correlacion positiva con la concentracion de cortisol
en leche y que ademas, esta relacion se modifica a lo largo de la lactancia, ya que
la concentracion de cortisol en leche no sélo se ve afectada por la concentracion
en suero, sino por la etapa de lactancia y la relacion entre estas dos variables. Por
lo tanto, la leche funge como un eslabén en la transmision de la sefal
glucocorticoide de la madre al hijo. Ademas, se realizé la cuantificacion de cortisol
en leche por dos métodos, considerando al RIA un método mas adecuado y
sencillo que la 1Q para tal fin.

El presente estudio es un valioso aporte para entender los factores que influyen en
la concentracién de cortisol en la leche humana y resalta la importancia de tomar
en cuenta la concentracion del suero materno cuando se estudia la presencia de
cualquier sustancia u hormona en la leche materna que no sea producida por la
glandula mamaria. Sin embargo, es necesario continuar profundizando en los
aspectos que ayuden a describir con mayor detalle los factores que afectan el
transporte del cortisol a través de la glandula mamaria y otros determinantes de la

concentracién de cortisol en la leche humana.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO SEDESA

Estimada participante

Por favor, tome el tiempo que sea necesario para leer este documento, pregunte al investigador sobre cualquier duda que tenga. Este
consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, la Declaracion de Helsinki y las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.
Para decidir si participa o0 no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los riesgos y beneficios que esto
implica, con el fin de tomar una decision informada. Este documento le daré informacion detallada acerca del estudio de investigacion
titulado “Relacion entre las concentraciones de cortisol en suero y leche maternas” el cual podra comentar con algiin miembro
del equipo de investigadores. Al terminar de leer este documento se le pedira que forme parte del proyecto y de ser asi, bajo ninguna
presion o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Razén del estudio

La leche materna es una importante via de comunicacion entre la madre y el hijo durante las primeras etapas de la vida. A través de
ella se transfiere de la madre al neonato nutrimentos y componentes bioactivos, tales como inmunoglobulinas, factores de crecimiento,
hormonas, entre otros. Todos estos componentes poseen un papel importante en el crecimiento y desarrollo del neonato, e influyen en
la ingesta energética del nifio y su metabolismo. La identificacion de hormonas involucradas en la regulacion del balance energético,
tales como el cortisol sugieren que la leche materna es una fuente de componentes criticos en el desarrollo metabdlico del nifio. Sin
embargo, a pesar de que se ha explorado ampliamente la composicion de la leche humana y que se han realizado cuantificaciones de
cortisol en la leche, alin no se ha reportado una asociacion de las caracteristicas maternas con las concentraciones de la
hormona.Dado que la lactancia se recomienda de forma exclusiva durante los primeros seis meses de vida y complementaria hasta
los dos anos,resulta relevante conocer la influencia del estado nutricio materno sobre la concentracion de hormonas y componentes
en la leche humana. Los resultados obtenidos en el presente proyecto nos permitiran ampliar los conocimientos de los mecanismos de
programacion durante la lactancia.
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SEDESA

coMta |1 26DIC 2017
) COmiITE DE ET)
A quien corresponda. EN 'NVESTIGAcl%p;J
Yo declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el

estudio. “Relacién entre las concentraciones de cortisol en suero y leche maternas”, que se realiza en el Hospital Materno
Infantil Magdalena Contreras en conjunto con el Departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran y cuyos objetivos consisten en: cuantificar la concentracion de cortisol en la leche y el
sueromaterno en diferentes momentos de la lactanciaparaevaluar si hay correlacion entre ambas concentraciones; y realizar un
analisis de la composicion quimica y nutricional de la leche y su relacién con las concentraciones de cortisol.

Estoy consciente de que los procedimientos, pruebas y tratamientos para lograr los objetivos mencionados consisten en lo
siguiente:

1. Entrevista (durante la primera etapa), donde se obtendra informacion sobre la historia clinica durante el embarazo y del
expediente clinico. Se medira peso y talla. Cada medida sera tomada 2 veces por personal ampliamente capacitado, para
minimizar las posibles molestias.En el caso del hijo(a) solamente se dara la informacion del peso y talla.

2. En tres etapas durante la lactancia: se pesara a la madre, se tomara una muestra de leche materna con un tira-leches, para
conocer la composicion y la concentracion de una hormona llamada cortisol. La extraccion de leche materna consiste en
recolectar una muestra de leche (2-140mL) con una bomba extractora eléctrica, que simula la succion del bebé, nose debe
amamantar con uno de los dos senos al nifio hora y media previa a la toma de la muestra. El uso de tira-leches en ocasiones
puede causar un poco de molestia al extraer la leche, como ocurre cuando el bebé succiona el pecho, pero no debe causar
dolor ni dafio a la piel o pezones. Su uso esporadico tampoco interfiere con la produccion de leche. Por comodidad y
seguridad, la velocidad de extraccion se determinara de manera personalizada y se realizard por personal altamente
capacitado, lo que disminuye el posible riesgo de incomodidad e irritacion temporal en los pezones. Es importante sefialar
que el tira-leches siempre sera esterilizado para su uso.

3. En las fres etapas de lactancia también: se le tomara una muestra de sangre de aproximadamente 6ml para medir la
concentracion de cortisol en suero. La toma de la muestra se realizara media hora antes de la obtencion de la leche. Asi
mismo, se obtendran datos de los andlisis clinicos previos al parto.

Las mediciones antropométricas, las muestras de leche y obtencion de sangre son obtenidas por personal ampliamente
capacitado.La sujeto experimental se debera presentar en condiciones de ayuno minimo de 8 horas y no debera
alimentar al nifio o extraerse leche del seno del que se extraera la muestra al menos 1.5 horas antes de la toma
de la muestra de leche. '

Las entrevista y aplicacion de cuestionarios y obtencion de mediciones tendran una duracion aproximada de 60 minutos.

Estoy consciente de que los riesgos para mi persona son los siguientes:Al momento de la toma de muestra de sangre, se podria
presentar un leve dolor y posteriormente un pequefio moreton, sin embargo esto no tiene ninguna implicacion de riesgo para la
salud. El material que se usara para la toma de muestra siempre sera nuevo (estéril) y desechable. Algunas de las molestias
relacionadas con la extraccion de leche materna se mencionaron en la parte superior al describir la técnica y tampoco generan un
riesgo para la salud. La obtencion de la muestra de leche, la cantidad total que se extraera del seno materno es una cantidad que
puede fluctuar entre 2 a 140ml de leche aproximadamente, cantidad que no afectara la alimentacion del nifio en ese dia, ni representa
ningun riesgo para la produccion de la leche. El seno materno producira de nuevo leche, ya que estos se llenan continuamente.

En el caso de que la extraccion de leche moleste o genere dolorpor el uso del tira-leches puedo decidir interrumpir el proceso y no dar
la muestra de leche, sin que esto tenga alguna consecuencia para mi persona.

Las muestras biologicas seran transportadas al Departamento de Biologia de la Reproduccion del Instifuto Nacional de Nutricion
Salvador Zubiran donde se guardaran y analizaran.

Autorizo que se guarde la muestra de leche y sangre que sobrepor 3 afios, en caso de que se requiera repetir o requerir algun otro
tipo de medicion para este o estudios futuros.

Entiendo que del presente estudio se derivaran los siguientes beneficios: Conocer la concentracion de corfisol en la sangre y la leche
materna y su relacion con la composicion quimica, nutricional y propiedades de la leche materna.Ademas, que se me brindara en caso
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de que asi lo desee consejeria en lactancia para resolver cualquier duda o dificultad al respecto y un pequefo obsequio para los
bebés como agradecimiento que sera entregado cuando terminen la participacion.

Entiendo que toda la informacion obtenida sera de caracter estrictamente confidencial:

En ninglin caso la informacion brindada por la persona sera asociada con la persona o con datos relativos a su identidad, solo seran
utilizados por el equipo de investigacion del proyecto y no estara disponible para ningun otro propésito, salvo en ocasiones, el
personal autorizado de las instituciones participantes (Comité de Etica) podria solicitar revisarlas. Los resultados de este estudio seran
publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podran ser identificados (as) los participantes en el estudio.
Los datos aportados se procesaran a través de codigos. Los resultados del estudio no seran incluidos en el expediente médico y no
afectaran la atencién médica que se proporciona en el hospital, clinica o cualquier ofra instancia de salud.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacion en el momento que yo asi lo desee. También que
puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion en este estudio

Asi mismo, cualquier asunto relacionado con esta investigacion podré consultarlo con el Jefe de Ensefianza e Investigacion de la
unidad de atencién; <Dr. José Luis Sanchez Monroy, Tel.(55) 5683 5094, Av. Luis Cabrera 619, La Magdalena Contreras, San
Jerénimo Lidice, CP 10200 Ciudad de México>, con las investigadoras<LN. Emma Marcela Centurion Murillo, Tel. (55) 5487 0900
ext2417 Cel.(443)2531079,correo electronico-mail: centuribn.emma@gmail.com, Dpto. de Biologia de la Reproduccion, Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran: Avenida Vasco de Quiroga No.15, Colonia Belisario Dominguez Seccion
XVI, Delegacion Tlalpan C.P.14080 Ciudad de México> y <Dra.Elena Zambrano Gonzalez, Tel. (55) 5487 0900 ext. 2417, Dpto. de
Biologia de la Reproduccion, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran Cel. (55)54090990>. También puede
hablar con el presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga. Teléfono: 54870900 ext.
6101).En caso de algun trastorno relacionado con esta investigacion, el Jefe de Ensefianza e Investigacion comunicara el evento a la
Direccion de Educacion e Investigacion de la SSDF, en donde se decidira la necesidad de convocar al investigador principal y al
Cuerpo colegiado competente, para su resolucién. Cuando el trastorno se identifique como efecto de la intervencion, la instancia
responsable debera atender médicamente al paciente hasta la recuperacion de su salud o la estabilizacion y control de las secuelas.

En caso de que decidiera retirarme, la atencion que como paciente recibo en esta institucion no se vera afectada.

Nombre. Firma.
(En caso necesario, datos del padre, tutor o representante legal)
Domicilio. Teléfono
Nombre y firma del testigo. Firma.
Domicilio. Teléfono
Nombre y firma del testigo. Firma,
Domicilio. Teléfono
Nombre y firma del Investigador responsable. Firma
Domicilio. Teléfono
: AL DE CIENCIAS
@ N E O EAs A NUTRIEION ﬂ
SALCVADO 7 4T 0 B 3 v
c. ¢. p. Paciente o familiar ) -
c. ¢. p. Investigador (conservar en el expediente de la investigacion) 2 5 D | C i

COwifE DE ETICA |
__EN INVESTIGACION '
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;@f\ % RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE CORTISOL EN SUERO Y LECHE MATERNOS.
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i e #4HISTORIA CLINICA DE LA MADRE
DATOS PERSONALES

1.folio: [ | | |

aorecha: | [T (]

3. Numero de registro:

4. Nombre:

5. Edad: 6. Fecha de nacimiento: rj

7. Teléfono:

8. Celular:

ANTECEDENTES GENERALES

1.

é¢Padece alguna enfermedad como hipertension arterial, enfermedades hipertensivas del
embarazo, enfermedades renales, hepaticas, cardiacas, vasculares o cualquier otra alteracién
enddcrina u otra relevante?

1. Si ¢Cual?

2. No

éSe le ha realizado alguna cirugia? E]

1.Si éCual?

2.No

¢Ha recibido transfusiones sanguienas?

1.Si 2.No D

é¢Consumia alcohol previo al embarazo?

1.Si 2.No E]

¢Fumaba previo al embarazo? E]

1.Si 2.No

¢Comsumia café u otras bebidas con cafeina previo al embarazo? E]

1.Si 2.No

Observaciones:

HISTORIA OBSTETRICA

1. Numero de gestas: ED 2. Numero de partos: Ej
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RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE CORTISOL EN SUERO Y LECHE MATERNOS.
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3. NUmero de ceséreas: ED 4. Numero de abortos: CD

5. Antecedentes obstétricos a destacar:

6. ¢Ha lactado anteriormente? 1. Si 2. No 0. No aplica E]

ULTIMO EMBARAZO/PARTO (ACTUAL)

2eom: [ | )T
s.1atta: [ | | ][ Jem

9. Peso previo al embarazo:.CD D
10. Peso maximo registrado: EDE] Kg Ej SDGFeE:]ED ED

11. Ultimo peso registrado:.CD . E] Kg CD SDG Fm ED
12. Peso post-parto (primeras 48h):CD.[ ]Kg ‘ ]SDG:[ LeED

13. Incidencias durante el embarazo:1. Si 2. No E]

14. {Cuales?
___1. Intolerancia a HC o diabetes gestacional
___2. Preeclampsia o desdrdenes hipertensivos
___3. Amenaza de parto prematuro

___ 4. Ruptura prematura de membranas

___5. Hemorragias

___6.0Otros:

Observaciones:

15. Medicamentos o suplementos durante el embarazo: 1.Si 2. No D
Medicamento/Sup éDesde cuando?

16. Consumo de alcohol: D
1.Si 2.No

17. Consumo de tabaco:
1.Si 2.No D

18. Consumo de café o bebidas con cafeina D
1.Si 2.No
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Recién nacido

19. Fecha de nacimiento: ED ED ED

20. Hora de nacimiento (horario de 24h): ED E:]
21.Sexo: D

1.Femenino 2. Masculino

22. Peso: ‘ ] [ I l ]

23. Talla: CD.Dcm

24. Via de nacimiento: E]
1. Parto vaginal 2. Cesarea

25. APGAR: D/E]
26. Edad gestacional: E:] SDG

27. éPlanea dar pecho? E]

1.Si 2.No
28. é{Ha recibido alguln otro tipo de leche a parte de la materna? D
1.Si ¢Cudl? 2.No

USO DE ANTICONCEPTIVOS/SUPLEMENTOS (ACTUAL)

29. ¢ Utiliza algiin método anticonceptivo? E]
1.Si 2.No

30. ¢Cual?
31. ¢{Consume algun suplemento? 1.Si 2.No

RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE CORTISOL EN SUERO Y LECHE MATERNOS.

Medicamento/Sup éDesde cuando?

Cadigo del encuestador: CD

Observaciones:
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1. Numero de folio del participante

2.Numero de registro

3.Nombre de la madre:

4. Codigo del entrevistador Ej

5.Fecha de la medicion

6.Hora de la medicidon (considere horario de 24 horas) ED j:]

7.Peso (Kg) CDD / [::] D
8.Talla (cm) : D ::D D

9.1MC (Kg/m2) B / .

10. Grasa corporal (%)

11. Mdsculo (%)

/
_J/
12. Grasa visceral E] / E]

ANTROPOMETRIA NINO

1. Fecha de la medicidn ‘ ’ ‘ ’
2.Edad (dias) Ej

3.Hora de la medicion (considere horario de 24 horas) ED

L] ]
4.Peso (Kg) D . [ED
5.Talla (cm) ED

Observaciones:
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#2MUESTRA DE SANGRE DE LA MADRE

1. Numero de folio del participante

2.Numero de registro

3. Cadigo del muestrista :D

4.Fecha de toma de la muestra ED :D CD
5.Hora de la ultima comida (horario de 24h) EI:] :ED

6. ¢éSe realizé la muestra? 1=Si 2=No D
7.Hora en que se tomo la muestra (horario de 24h) ED ED
8.¢Qué cantidad de la muestra venosa se obtuvo? ED
9.¢Qué cantidad de alicuotas de plasma se obtuvieron? D

Observaciones:

EVALUACION DE ESTRES

1. Nivel de estrés de la paciente

1 2 3 4 5 [:
Nada Poco Moderadamente Estresada Muy
estresada estresada estresada estresada

2. ¢El bebé esta llorando? [:
1.Si 2.No

3. ¢{La paciente se encuentra angustiada? C
1.Si 2.No

Observaciones:
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#3MUESTRA DE LECHE DE LA MADRE

1. Numero de folio del participante

2.Numero de registro

3.Nombre de la madre:

4. Codigo del entrevistador E:]

5. Mes de lactancia D

6.Fecha de toma de la muestra ‘ H ’ ‘ ’

7.Fecha del nacimiento del niiio LJ L_J L_J
8.Hora de toma de la muestra (horario de 24h) EDED - [j:] :D:]

9. ¢Le da pecho al nifo? 1.Si 2.No E]

10. é¢De qué seno se extrajo la muestra?
1. Derecho 3. Ambos
2. lzquierdo 4. Ninguno

11. Hora de la ultima tetada (horario de 24h) Ej ED

12. Tiempo entre la ultima tetada del seno donde se tomo la ‘
muestra y la toma de la muestra (horario de 24h) pregunta 8
13. ¢De qué seno le dio de comer la ultima vez?
1. Derecho 3. Ambos
2. lzquierdo 4. Ninguno (pase a la pregunta 21)
14. ¢ Cudanto tiempo le dio de comer del seno?
(marcar el tiempo en minutos, 00 si no aplica)
15. ¢Consumid otros liquidos su niilo?
1. Si 2.No (pase a pregunta 17)
16. éCudles liquidos?
1. Agua
. Férmula ¢Cudl?
. Atole
. Té
. Jugo
17. ¢Consumid otros alimentos sélidos?
1. SiéCuales?
2. No
18. Método de extraccion de la muestra
1. Bomba eléctrica 3. Manual

v b~ WN

00 0O 040
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=7 Bomba mecénica 4. Ninguna

19. Volumen total recolectado

20. Numero de alicuotas obtenidas

21. Interferencia en la medicion
1. SiéCual?

2. No

RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE CORTISOL EN SUERO Y LECHE MATERNOS.

Observaciones:
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