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RESUMEN

La leche es el alimento mas recomendado para el recién nacido, ya que su contenido
energético y sus nutrimentos, favorecen el crecimiento y el desarrollo cerebral del
neonato. La concentracion de los componentes de la leche varia durante la lactancia
distinguiéndose asi tres tipos de leche: calostro, leche de transicion y leche madura, que
contienen micro (vitaminas, minerales entre otros) y macronutrimentos (carbohidratos,
lipidos y proteinas). Dentro de las proteinas secretadas en la leche se encuentran algunas
hormonas que intervienen en la regulacién de la ingesta alimenticia: las orexigénicas que
promueven la ingesta de alimentos como resistina y grelina y las anorexigénicas que lo
inhiben como leptina. Por otro lado, existen hormonas que pueden llevar a cabo ambas
funciones: adiponectina, irisina y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1). Las
cuales podrian ejercer un efecto programador en el metabolismo del lactante,
condicionando su estado de salud nutricio en el futuro. Con el propdésito de identificar si
la glandula mamaria tienen un papel crucial en la sintesis de estas hormonas, se plante6
la realizacion del presente trabajo con los objetivos de determinar el perfil de expresion
génica de las hormonas que regulan la ingesta alimenticia LEP (leptina), RETN
(resistina), ADIPOQ (adiponectina), GHRL (greina), FNDCS5 (irisina) e IGF-1 en restos de
lactocitos provenientes de la leche materna. Y determinar si existe diferencia en la
expresion génica de éstas hormonas en el calostro, leche de transicién y leche madura.
Este estudio fue de tipo descriptivo, longitudinal y prospectivo. Se incluyeron 15 mujeres
en periodo de lactancia. A las cuales se les tomd muestra de los tres tipos de leche para
el andlisis de la expresion de los genes de interés. En total se extrajeron 45 muestras de
RNA total provenientes de los restos de lactocitos obtenidos de los tres tipos de leche.

Por lo que se realiz6 PCR punto final, de los transcritos para identificar si éstos se



expresaban en la glandula mamaria, utilizando al gen B-actina como gen de referencia.
Para realizar el perfil de expresion génica se realizaron ensayos de PCR en tiempo real.
Como resultados se encontré que los transcritos GHRL, LEP, ADIPOQ e IGF-1 se
expresaron en los restos de lactocitos mientras que los genes RETN y FNDC5 no se
expresaron. La expresion de los genes de GHRL, LEP y ADIPOQ disminuy6 durante el
primer mes postparto, no obstante, sélo la expresion de GRHL y ADIPOQ disminuyé
significativamente (P =0.01, y P = 0.001) respectivamente. Finalmente, IGF-1 se mantuvo
estable en los tres tiempos (P = 0.63) y (P = 0.22). Los resultados sugieren que los
lactocitos podrian intervenir en la concentracién de estas hormonas en leche materna
aunada a la fisiologia gastrointestinal y enddcrina del lactante, participando en

mecanismos de programacion nutricia.



1. INTRODUCCION

La leche materna es producida en la gldndula mamaria por las células secretoras
denominadas lactocitos y de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
2015); la leche materna es el alimento més recomendado para el recién nacido, ya que
su contenido energético y sus nutrimentos, favorecen el crecimiento y el desarrollo
cerebral del neonato. La composicibn de la leche varia durante la lactancia
distinguiéndose asi tres tipos de leche: calostro, leche de transicion y leche madura, que
contienen macronutrimentos (carbohidratos, lipidos y proteinas) y micronutrimentos
(minerales y vitaminas). No obstante, son muchos los factores que influyen en la
composicion y el volumen de la secrecion lactea, tales como los factores genéticos, la
nutricion materna y la hora del dia, entre otros. Sin embargo, la concentracion de estos
nutrimentos se modifica en respuesta a los requerimientos del infante (Calixto et al.,
2011). Dentro de la fraccion proteica se encuentran diversas hormonas como: grelina,
resistina, leptina, adiponectina, irisina y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1),
las cuales intervienen en la regulacién de la ingesta alimenticia por lo que podrian influir
en la programacion nutricional y por tanto en la ganancia de peso y talla del neonato
(Savino et al., 2009); por ello es imperativo analizar la concentracion de éstas en la leche
materna. Dentro de las sefiales orexigénicas se encuentra la grelina, codificada por el
gen GHRL la cual incrementa la ingesta de alimentos y es producida principalmente en
el estbmago, aunque se ha propuesto la expresién de este gen en los lactocitos (Savino
et al., 2009). Asimismo, la resistina que incrementa la ingesta de alimentos, es codificada
por el gen RETN vy sintetizada por los adipocitos, sin embargo, ain se desconoce si los

lactocitos participan en la sintesis de esta hormona (llcol et al., 2008). Por otro lado, la



leptina tiene un efecto anorexigénico (inhibe la ingesta de alimentos) y es codificada por
el gen LEP y secretada principalmente en el tejido adiposo, aunque existen estudios como
el publicado por Casabiell y colaboradores en 1997 que sugieren su sintesis en la
glandula mamaria. En cuanto a la adiponectina es codificada por el gen ADIPOQ,
interviene en la regulacién del metabolismo energético y es sintetizada por el tejido
adiposo blanco, también se ha reportado su expresion en lactocitos (Martin et al., 2006).
Respecto a la irisina, ésta se sintetiza en el musculo esquelético y la codifica el gen
FNDCS5, en el embarazo se relaciona con el aumento del tejido adiposo de la madre con
el fin de incrementar las reservas energéticas disponibles y ademas se ha sugerido su
expresion en los lactocitos (Catli et al., 2014). Finalmente, el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-1) es producido principalmente por el higado, codificado por el gen
IGF-1 y tampoco se ha comprobado si la glandula mamaria tiene un papel importante en
su sintesis (Stanley et al., 2014). Dado la presencia de estas moléculas bioactivas en la
leche materna, Savino y colaboradores en el 2009 destacaron que éstas podrian tener
un efecto protector contra la obesidad, al ejercer un efecto programador en el

metabolismo del lactante, condicionando su estado de salud nutricio en el futuro.

Con el propdsito de identificar si la glandula mamaria tiene un papel crucial en la sintesis
de estas hormonas, influyendo asi en el contenido de éstas en la leche materna,
condicionando el estado nutricio del lactante en etapas posteriores, se planteé el presente

trabajo de investigacion.



1.2 Glandula mamaria

La glandula mamaria (GM) es un 6rgano de origen ectodérmico especializado en la
secrecion lactea (leche), siendo una caracteristica diacritica de los mamiferos. Dicha
secrecion es un fluido biolégico complejo que provee los nutrimentos necesarios a las
crias durante la primera etapa de vida, siendo un proceso fisiolégico que contribuye a la
supervivencia de la especie (Oakes et al., 2008). Este 6rgano se encuentra tanto en
machos como en hembras, no obstante, Unicamente en las hembras es funcional
después de pasar por una serie de procesos para su crecimiento y maduracion,
alcanzando la maduracién morfofisiolégica durante el embarazo permitiendo que durante

la lactancia se de la produccion de leche (Johnson, 2010).

La GM es de tipo exocrina y su secrecion es apocrina, por lo que se presenta pérdida
parcial de la porcion apical interna y plasmatica de las células epiteliales llevandose en
la secrecidn restos de éstas (figura 1) (Kierszenbaum, 2008). Dentro de esta secrecion
se liberan globulos de grasa con restos celulares, y es en estos glébulos donde se
encuentra el material citoplasmatico, el aparato de Golgi, el RNA y el DNA. Los cuales no
se degradan facilmente debido a que los glébulos les confieren un efecto protector

(Broker 1980; Boutinaud et al., 2004).

La histologia de la GM es la misma en todos los mamiferos; presenta como componentes
primarios: tejido glandular, conductos lactéforos (galactoforos) y alveolos (figura 1). Por
lo que el proceso de sintesis de esta secrecidon es similar en todos los mamiferos, sin
embargo, la composicion lactea y la disposicidbn anatomica de la GM varia entre las

especies (Hovey et al., 2002).
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Figura 1. Fisiologia y Morfologia de la glandula mamaria (modificado de: Mobasheri y
Barrett-Jolley, 2014).

1.3 Morfologia de la glandula mamaria

En los humanos, la GM se encuentra en la parte posterior de la pared anterior del térax,
estd conformada por tejido adiposo, conjuntivo y glandular de tipo tubulo- alveolar. El
tejido adiposo le brinda proteccion y se encuentra en los espacios interlobulares, el tejido
conjuntivo conecta los conductos lactoforos, a través de los cuales se transporta la
secrecion lactea y finalmente, el tejido glandular forma a los alveolos “sacos” donde se
da la sintesis lactea (Aguilar y Villaverde, 2005). Los alveolos se ramifican formando
lobulillos, los cuales a su vez estan conformados por 15-20 Iébulos (acinos), cada uno

de ellos presentan lactocitos (figura 1), estructuradas en capas, rodeadas por células
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mioepiteliales que se contraen por accion de la oxitocina, ocasionando la eyeccion de la

leche (Aguilar y Villaverde, 2005; Hovey et al., 2002).

1.4 Fisiologia de la glandula mamaria

La GM es un érgano especializado para la produccion lactea, por lo que deben ocurrir
tres periodos de crecimiento y maduracién: mamotrofico, lactogénico y lactopoyético

(figura 2), los cuales son regulados por el eje hipotalamo-hipofisario (Calana, 2008).

El periodo mamotrdfico inicia durante el desarrollo embrionario del individuo, ya que el
incremento de las concentraciones de estrégeno placentario, es la sefial de inicio para la
formacién de los primordios mamarios que mas adelante daran origen a los conductos
lactéforos. Sin embargo, este desarrollo se queda en etapa de arresto durante la infancia

por la presencia de testosterona (Hovey et al, 2002).

Posteriormente, el periodo lactogénico comienza durante la etapa puberal-adulta, como
respuesta de la disminucién de testosterona y el incremento de la concentracion de
prolactina, estr6genos y progesterona que activan los procesos de diferenciacion de los

conductos galactoforos y el crecimiento alveolar (Calana, 2008).

Finalmente, en el periodo lactopoyético se concluye la maduracién de la glandula e inicia
la produccién y secrecion lactea en respuesta a estimulos hormonales y fisicos
(Lactancia). La produccion se da por la disminucion en las concentraciones de lactégeno
y estrégenos placentarios, y de progesterona, aumentando la sintesis y secrecion de
prolactina. En cuanto a los estimulos fisicos se encuentran: la succion y el llanto del

neonato; estos estimulos en conjunto activan al eje hipotalamo-hipofisis-ovarico que
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secreta a prolactina y oxitocina por medio de la adenohipéfisis que se encuentra en el
hipotalamo y son transportadas via torrente sanguineo hacia los alveolos (figura 3),

activando a sus receptores que se encuentran en los lactocitos (Macias y Hink, 2002).

Mamotréfico Lactogénico Lactopoyético
Desarrollo fetal Desarrollo puberal- Lactancia
adulto

[+]Estrogenos

[+] Progesterona

Produccion y secre

cidn lactea

placentarios [+]Estrogenos
[+] progesterona [-] testosterona :
Progesterona
Prolactina Embarazo

Produccion lactea

Figura 2. Etapas de desarrollo de la glandula mamaria. (Modificado de: Macias y Hinck,
2012).

Para la secrecion de leche materna es necesaria la oxitocina que estimula a las células
mioepiteliales que inducen la contracciébn de la capa miocelular perialveolar para la
eyeccion de leche, a través del sistema de ductos galactoforos a los senos lactiferos
(Arango, 2005). La cantidad secretada es proporcional a las veces que se producen los
estimulos mecanicos, sin embargo, existen otros factores que influyen en ésta, como
factores genéticos, la hora del dia, el estado hidrico y emocional de la madre entre otros

(Macias et al., 2006).
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Estimulo

Figura 3. Eyeccion lactea estimulada por prolactina y oxitocina (Modificada de: Rioja
Salud, 2010).

1.5 Lactancia materna

La lactancia materna es un proceso fisiolégico fundamental, cuya finalidad es nutrir al
neonato, a traves de la ingesta de leche materna. La Leche humana (LH) es el alimento
mas recomendado para el recién nacido, al menos durante los seis primeros meses de
vida; por su adecuado contenido de nutrimentos, los cuales proveen el aporte energético
que favorece el crecimiento infantil y que promueve el desarrollo y maduracion del

sistema inmunoldgico, el sistema nervioso central y la retina (OMS, 2015).
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La composicion de la leche materna varia durante la lactancia obedeciendo a las
necesidades del lactante; distinguiéndose asi tres tipos de leche: calostro, leche de
transicion y leche madura. Sin embargo, estos tres tipos de LH conservan los mismos
componentes principales: proteinas, lipidos, carbohidratos, agua, minerales y vitaminas,

aunque se modifican en su concentracion (UNICEF, 2016; Calixto et al., 2011).

1.6 Tipos de Leche Materna

En general, la LH es una mezcla homogénea que se compone de tres fases: la fraccion
de los “gldbulos de grasa”, la fraccion de las “micelas de caseina” y la fraccion soluble de
los “constituyentes hidrosolubles”. La fraccidon de glébulos de grasa corresponde a la fase
en donde se concentran los constituyentes liposolubles (lipidos y vitaminas, entre otros)
en forma de glébulos cubiertos por una membrana fosfolipoproteica originada en el
alveolo. La fraccion de micelas corresponde a las caseinas, al calcio y al fosforo, que
participan en el desarrollo estructural celular del lactante. La fraccion soluble también esta
constituida por las moléculas biolégicamente activas o “factores bioactivos”, que pueden
intervenir en la regulacién del metabolismo (Guerra de Almeida, 2008). A continuacion,
se describird brevemente la composicion de los tres tipos de leche establecidos por la

UNICEF.

El calostro se produce durante los primeros siete dias posparto, se caracteriza por tener
una coloracion amarillenta conferida por la presencia de B-carotenos. Tiene un alto
contenido de proteinas (hormonas, factores de crecimiento e inmunoglobulinas) y bajo

contenido en lipidos e carbohidratos (tabla 1), por lo que es adecuada para las
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necesidades caldricas del neonato; el volumen producido es de 180mL aproximadamente
por dia (Casanueva et al., 2009).
A partir del octavo dia las concentraciones de las proteinas, los lipidos y los

carbohidratos se modifican dando como resultado la leche de transicidn, donde disminuye

la concentracion de las proteinas, e incrementa la de los lipidos y los carbohidratos asi
como el volumen producido, el cual puede alcanzar entre 600 a 800mL por dia
(UNICEF,2016).

Finalmente, para el dia quince las concentraciones vuelven a modificarse teniendo asi la

leche madura, la cual va a presentar una mayor concentracion de lipidos y carbohidratos

y una menor concentracion de proteinas, en comparacion con el calostro y la leche de
transicion (tabla 1), el volumen producido de este tipo de leche es de 900mL

aproximadamente por dia (Aguilar, 2005; UNICEF, 2016).

Tabla 1. Composicién de la leche materna de poblacién rural mexicana.

Calostro Leche de Leche madura
Nutrimento transicion
Poblacién rural mexicana OMS
g/100mL
Proteinas 0.83 0.77 0.73 0.9
Lipidos 3.28 3.57 3.68 3.8
Carbohidratos 6.25 6.5 6.8 7.0

(Modificada de: Casanueva et al., 2009; Barbosa et al., 1997; Villalpando et al., 1992).
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1.7 Componentes de la leche

1.7.1 Macronutrimentos y Micronutrimentos

Dentro de los macronutrimentos de la LH se incluyen: carbohidratos, siendo la lactosa el
disacarido mas abundante, seguido por la glucosa, los lipidos principalmente los
triglicéridos y las proteinas como: caseina, lactoferrina y a-Lactoalbumina entre otras.
Dentro de estas proteinas se encuentran diferentes hormonas: insulina y factores de
crecimiento entre otros; y dentro de los micronutrimentos se incluyen: minerales Na*, CI
Ca?*y Mg?*, enzimas, aminoécidos libres y vitaminas A, D, K (McManaman et al., 2006;

Macias et al., 2006).

1.7.2 Hormonas

Dentro de los factores bioactivos presentes en la LH se encuentran diversas hormonas
como: la prolactina, esteroides suprarrenales y ovaricos, prostaglandinas, insulina,
calcitocina entre otras. Ademas, se han identificado algunas hormonas cuya funcion
biolégica es mantener la homeostasis alimenticia, por lo que al ser secretadas en la LH
podrian influir en el lactante. Dentro de estas hormonas secretadas en la leche materna
que regulan la ingesta de alimentos (HRI) se sabe que se encuentran las orexigénicas
(promueven la ingesta de alimentos) como: resistina y grelina y las anorexigénicas
(inhiben la ingesta de alimentos) como: leptina. Por otro lado, existen hormonas que
pueden llevar a cabo la sefal orexigénica o anorexigénica, tales como: adiponectina,
irisina y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1); estas sefiales estan relacionadas

con los cambios en la disponibilidad de nutrimentos necesarios para la obtencion de

17



energia; dentro de estos estimulos se encuentran los niveles de glucosa y de acidos

grasos en sangre (Savino et al., 2009; UNICEF, 2016).

1.8 Regulacién de laingesta de alimentos

1.8.1 Mecanismo del apetito

La homeostasis energética implica una asociacion entre el aporte energético y el
consumo del mismo, por ello su regulacién es importante. Y la alteracion de este equilibrio
puede desencadenar obesidad o desnutricion (Gonzalez y Rio, 2012).

Para regular la via orexigénica y la via anorexigénica es necesario un mecanismo
neuroendocrino en el que participan el sistema nervioso central (SNC), el tracto
gastrointestinal (TGI) y el tejido adiposo blanco (TAB), cada uno de éstos secreta
hormonas que viajan a través del torrente sanguineo para llevar el estimulo al hipotalamo,
particularmente al nacleo arcuato (ARC). Los neuropéptidos que activan la respuesta
orexigénica son el neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada con agouti (AgRP);
por otra parte la via anorexigénica es inducida por la propiomelanocorticona (POMC) y el
transcrito relacionado con cocaina y anfetamina (CART) (figura 4). Adicionalmente, en
ambas vias participan otras moléculas (como la glucosa e insulina) y péptidos (como el
péptido similar al glucagén) que igualmente, se encuentran implicados en esta regulacion
(Jaimes et al., 2005).

Cuando el individuo requiere un aporte energético o presenta periodos prolongados de
ayuno, se producen sefiales fisiolégicas como la liberacion de grelina (sintetizada en el
tracto gastrointestinal) en sangre iniciando la via orexigénica, también se observa un

ascenso en la concentracion de resistina (sintetizada en los adipocitos), estas hormonas
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Se unen a sus receptores, ocasionando la activacion de neuronas presinapticas que
sintetizan al NPY y a AgRP en el nlcleo arcuato que se localiza en el hipotdlamo, dando
como resultado el estimulo de ingesta de alimento. Una vez que se ha cubierto la
demanda energética, las hormonas anorexigénicas detectan la elevacion del nivel
plasmatico de acidos grasos y de glucosa, por lo que se desencadena la via de saciedad,
disminuyendo las concentraciones de resistina y grelina e incrementando los niveles de
leptina (secretada por los adipocitos), que se une a nheuronas postsinapticas que
expresan a POMC y CART, inhibiendo la sintesis del NPY y con ello la ingesta de
alimento (Schwartz, 2003; Stark et al., 2013). En cuanto a adiponectina, irisina e IGF-1
realizan su funcién en relacién a la concentracion de triglicéridos principalmente en

sangre (Gonzalez y Rio, 2012).
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Regulacion de ingesta alimenticia (SNC-TGI-TAB*)

Incremento de Saciedad

apetito

POMC
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S— - TAB’
» @ e © > \A

Irisina
Estémago Adipocitos Adiponectina Higado

= IGF-1

Figura 4. Regulacién de la ingesta alimenticia. (*SNC: sistema nervioso central; TGI: Tracto
gastrointestinal; TAB: Tejido adiposo blanco; NPY: Neuropéptido Y; AgRP: Proteina relacionada
con agouti; POMC: Propiomelanocorticona; CART: Transcrito relacionado con cocaina y
anfetamina) (Modificada de Gonzélez y Rio, 2012).

1.8.2 Hormonas orexigénicas

Grelina

Esta hormona es codificada por el gen GHRL, se localiza en el brazo corto del cromosoma
3 en la region p2 en la banda 5-6, estd conformada por 28 aminoacidos. Es producida
principalmente en el estbmago e intestino. Su mecanismo de accién es antagonico a la

leptina, al estimular la sintesis del NPY y AgRP e inhibir la actividad de la POMC (Llamas
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et al., 2015). La grelina detecta la disminucion en las reservas de energia, ademas de
promover el almacenamiento de los acidos grasos en los adipocitos induciendo un

balance positivo de energia (Campos et al., 2006).

Resistina

Codificada por el gen RETN en el brazo corto del cromosoma 19 en la region 1 banda 3
sub-banda 2 y consta de 108 aminoacidos. Es producida principalmente por los
adipocitos y se expresa en el hipotdlamo, esta hormona se encuentra ligada con la
resistencia a la insulina y a procesos inflamatorios en personas obesas. La resistina
promueve la ingesta de alimentos a corto plazo, por lo cual se encuentra asociada con
la expresion del mRNA del NPY y del AQRP ademas, participa en la homeostasis de la
glucosa, al inhibir su captacién, la cual es estimulada por la insulina (Nogueiras et al.,

2005).

1.8.3 Hormonas anorexigénicas

Leptina

La leptina es codificada por el gen LEP en el brazo largo del cromosoma 7 en la region
g3 banda 1 sub-banda 3, esta conformada por 146 aminoacidos. Su sintesis se lleva a
cabo principalmente en los adipocitos, aunque también se ha reportado en la placenta y

la mucosa gastrica, entre otros. Sus concentraciones circulantes son equivalentes a la
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cantidad de tejido adiposo por lo que es indicador de las reservas energéticas, ademas

de inhibir el estimulo del apetito (licol et al., 2006; Becerra et al., 2015).

1.8.4 Hormonas con ambas funciones

Adiponectina

Esta hormona es codificada por el gen ADIPOQ en el brazo largo del cromosoma 3 en
la regién g3 banda 2 sub-banda 7, esta compuesta por 244 aminoacidos. La adiponectina
es sintetizada por el tejido adiposo. Su principal funcion es regular el metabolismo
energético, determinando su funcion en relacion a la concentracion de triglicéridos
plasmaticos, ademas estimula la oxidacion de acidos grasos y aumenta la sensibilidad a
la insulina favoreciendo la captacién de la glucosa para su posterior metabolismo

(Dominguez 2007; Palomer et al., 2004; Velazquez y Huerta, 2011).

Irisina

La irisina es codificada por el gen FNDC5, formada por 99 aminoé&cidos. Su sintesis se
lleva a cabo en el tejido adiposo. Esta hormona se relaciona con la conversion de tejido
adiposo blanco en tejido adiposo marrén, por lo cual influye en la termogénesis adaptativa

principalmente en el neonato ( Bostrom et al, 2012).

IGF-1

Esta hormona es codificada por el gen IGF-1 que se ubica en el brazo largo del
cromosoma 12 en la region q12. IGF-1 esta conformada por 99 aminoacidos. La sintesis
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de esta hormona se lleva a cabo en diversos érganos principalmente en el higado y el
pancreas. IGF-1 tiene efectos similares a los de la insulina sobre el musculo al estimular
el transporte de aminoacidos y glucosa, ademas IGF-1 participa en el crecimiento

embrionario, neonatal e infantil (Savino et al., 2005; Stanley et al., 2014).
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2. ANTECEDENTES

Actualmente, existe evidencia de que las hormonas referidas con anterioridad se
encuentran en la leche materna, aunque no hay mucha informacion sobre la identificacion
de sus transcritos en la glandula mamaria y el cambio en la expresion de éstos durante
la lactancia. A continuacion, se presentan algunos de los trabajos mas consistentes que

justifican este proyecto de tesis.

Grelina

Gnanapavan y colaboradores en el 2002, mostraron que el mMRNA de grelina se expresa
en tejido glandular mamario humano (post mortem), a través de la extraccion del RNA
utilizando SV total RNA isolation system seguido de una PCR en tiempo real. Concluyen
gue el gen GHRL se expresa en este tipo de tejido. Asimismo, Kierson y colaboradores
en el 2006, identificaron la expresion del transcrito del gen GHRL en cultivos de lineas
celulares de tejido epitelial glandular mamario humano (HMEC). Por otro lado, en el 2006
Aydin y colaboradores identificaron por primera vez la presencia de esta hormona en la
LH ademas, determinaron los cambios en su concentracién en diferentes etapas de la
lactancia, por medio de radioinmunoensayo (RIA) en 17 mujeres que se encontraban en
periodo de lactancia, a las cuales se les tomaron muestras de los tres tipos de leche
(calostro, transicion y madura). Concluyendo que la concentracion mas alta se obtuvo en
la leche madura (97.3+13 pg/mL) seguida de la leche de transicion (83.8 + 18 pg/mL) y
la concentracion mas baja se encontro en el calostro (70.3 + 18 pg/mL). También se

reportd una correlacion positiva en la concentracion de grelina entre el calostro y la leche
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de transicion (r = 0.697, p = 0.002), y entre la leche de transicion con leche madura (r =
0.841, p <0.001). Las evidencias mencionadas demuestran la expresion de dicho gen en
la GM, sin embargo, debido a los cambios en la concentracion de grelina a lo largo de la

lactancia, se plantea que su expresion podria modificarse en los tres tipos de leche.

Resistina

Los primeros estudios sobre esta hormona se realizaron en rumiantes, durante el 2003
por Komatsu y colaboradores, quienes determinaron la expresion de RETN en la glandula
mamaria de 4 rumiantes (vacas) lactando y sin lactar. Extrajeron el RNA por medio del
método de TRIzol, posteriormente realizaron una PCR en tiempo real. Reportaron la
expresion del mMRNA de resistina en el tejido mamario. Sin embargo, en este estudio no
se demostro el tipo celular especifico del tejido mamario que expresa el transcrito de la

grelina.

En el 2008 se identificé por primera vez la presencia de esta hormona en la LM por llcol
y colaboradores. Posteriormente, los mismos autores reportaron cambios en la
concentracion de resistina en diferentes tipos de LH y los compararon con la sangre
materna de 160 mujeres. Estas muestras fueron analizadas a través de ensayo por
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), encontrando que la
concentracion de resistina en el suero materno y en el calostro al dia 1-4 posparto (5800
+ 1100y 1710 £ 68 pg/mL, respectivamente) fue mayor que en el suero materno y en la
leche madura al dia 30-180 postarto (2060 + 300 y 670 + 18 pg/mL respectivamente).
Asimismo, encontraron una correlacion positiva entre la concentracion de resistina en

suero y en leche materna (r = 0.822, p <0.001). Si bien, estos estudios nos brindan
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informacion sobre la presencia de esta hormona en la LH y su expresion génica en la GM
de vaca, hasta el momento se desconoce si los lactocitos del humano participan en la

sintesis de resistina al incrementar sus concentraciones durante la lactancia materna.

Leptina

Se reportd la presencia de leptina por primera vez en LH en 1997, por Casabiell y
colaboradores. Por otra parte, Smith y colaboradores en 1998, analizaron la expresion
de su transcrito en cultivos celulares epiteliales provenientes de la glandula mamaria
humana. Para esta investigacion, a partir del mRNA total, se sintetiz6 cDNA mediante
transcripcion reversa acoplado a PCR, reportando la expresiéon de LEP en las células

epiteliales secretoras de leche.

En el 2014, Brunner y colaboradores compararon la concentracion de leptina entre
plasmay leche materna de 172 mujeres a las 6 semanas y 4 meses post-parto. Al analizar
las muestras mediante la técnica de RIA, observaron una mayor concentracion de leptina
en plasma (8.56 + 9.52 ng/mL) en comparacion con LH (0.11 £ 0.19 ng/mL) a las 6
semanas y a los 4 meses. Sin embargo, a los 4 meses encontraron una menor
concentracion tanto en plasma (8.30 = 10.64 ng/mL) como en LH (0.09 £ 0.18 ng/mL) en
comparacion a las 6 semanas. No obstante, se desconoce si la sintesis de leptina en los

lactocitos se modifica durante el periodo de lactancia.
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Adiponectina

La adiponectina fue reportada por primera vez en LH por Martin y colaboradores en el
2006. Sin embargo, en el 2011 Ohtani y colaboradores, descubrieron la expresion del
transcrito de esta hormona en la GM de rumiantes; extrajeron RNA total por el método de
TRIzol, de tejido mamario de 9 vacas que se encontraban en diferentes periodos de
lactancia (2 y 8 meses post-parto y al finalizar la lactacién de sus crias), reportando que
la expresion de adiponectina se redujo significativamente durante la lactancia.

Posteriormente Ley y colaboradores en el 2012, determinaron la concentracién de
adiponectina en calostro y leche madura de 164 mujeres, utilizando la técnica ELISA.
Encontrando una mayor concentracion en calostro (50ng/mL) comparado con leche
madura (12.3ng/mL). La evidencia mostrada sugiere que la GM podria estar participando
en la sintesis de adiponectina dado a que expresa el gen ADIPOQ, siendo en parte

responsable de los cambios en la concentracion en los diferentes tipos de leche.

Irisina

Aydin y colaboradores en el 2013, determinaron la concentracion de irisina, mediante
ELISA en 15 mujeres sanas y en 15 mujeres con diabetes mellitus gestacional (DMG),
de las cuales se obtuvieron muestras de leche y sangre periférica, utilizando como
controles 14 muestras de sangre de mujeres sanas sin lactar. Los resultados de este
estudio demostraron que la concentracion de irisina fue menor en leche y en suero (320
+50 ng/mL, 250 + 40 ng/mL respectivamente) de mujeres sanas respecto a la de mujeres
con DMG (leche 552 + 60 ng/mL, suero 520 + 50 ng/mL), ademas, la concentracion sérica

de irisina fue menor en las mujeres sin lactar (350 + 50 ng/mL), en comparacion con las
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mujeres que se encontraban lactando. Hasta el momento no existe alguna evidencia que
explique el cambio en la concentracion de irisina durante la lactancia, sin embargo, se ha

sugerido una posible participacion del tejido glandular mamario en la sintesis de irisina.

IGF-1

Actualmente se desconoce con exactitud la funcidon que tiene esta hormona en la leche
humana, aunque se sugiere que podria ejercer un efecto positivo en el lactante, debido a
su participacion directa en el crecimiento post-natal favoreciéndolo considerablemente
(Savino et al., 2005). Aunado a lo anterior Milsom y colaboradores en el 2008 realizaron
un estudio donde evaluaron los cambios en la concentracion de esta hormona en 23
muestras de los tres tipos de leche materna, a través del método de RIA. Encontrando
que la concentracion de IGF-1 tuvo una disminucion moderada en la leche materna
durante los primeros 3 meses posparto (5.0ng/mL, 3.0ng/mL, 2.0ng/mL, respectivamente)
y a partir del mes 4 hasta el mes 9 la cantidad de esta hormona se mantuvo estable (por
debajo del limite de deteccion del ensayo). Hasta el momento se desconoce si el tejido
mamario tiene alguna participacion en la expresién del gen que codifica para el IGF-1 tal
y como se ha propuesto para otras hormonas y asi participar en la sintesis de hormonas
que se secretan en la leche influyendo asi, en los cambios en la concentracién de esta

hormona en los diferentes tipos de leche.

Con base a las evidencias presentadas de que el transcrito de grelina y leptina se
expresa en la glandula mamaria, es posible que en los restos de lactocitos se expresen

los genes que codifican para resistina, adiponectina, irisina e IGF-1, modificando la
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expresion de éstas en los tres tipos de leche materna en respuesta a la demanda del

lactante.
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3. JUSTIFICACION

La ingesta de leche materna provee multiples beneficios al lactante tanto a corto como a
largo plazo, teniendo asi un papel biologico fundamental para su nutricion, desarrollo y
crecimiento. Estos beneficios son atribuidos en parte a las proteinas presentes, las cuales
desempefian diversas funciones, por ejemplo; las inmunolégicas que brindan proteccion
contra antigenos bacterianos y virales; las neuroldgicas al contribuir en el desarrollo del
SNCy las reguladoras al participar en la homedstasis metabdlica. Dentro de estas Ultimas
se encuentran las hormonas que regulan la ingesta de alimentos, que si bien es conocida
su funcidén bioldgica, aun se desconoce qué efecto podrian tener en el lactante al estar
presentes en la leche materna. La poca informacién existente muestra que la
concentracion de estas hormonas se modifica durante la lactancia. Aunque se sugiere
gue este cambio podria ejercer un papel importante en la homedstasis alimenticia, el
crecimiento y el desarrollo neonatal e infantil, hasta el momento no se han reportado
estudios que expliquen el papel fundamental de estas hormonas contenidas en la leche

materna.

Por otro lado, debido a que existen reportes de que el transcrito de algunas hormonas
que regulan la ingesta de alimentos como grelina, leptina y adiponectina se expresa en
el tejido glandular mamario, se ha propuesto que el tejido mamario también puede
sintetizar estas hormonas. Sin embargo, se desconoce si el transcrito de la resistina,
irisina e IGF-1 también son expresados en la glandula mamaria. Por lo que, es necesario
realizar estudios que determinen si el tejido mamario participa en la sintesis de las
hormonas que regulan la ingesta de alimentos, modificando la expresion de éstas en la

leche materna en respuesta a la demanda del lactante. El presente trabajo pretende
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aportar conocimiento acerca de la expresion del mRNA de las HRI en la GM para su

sintesis y secrecion en la leche materna.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cambio en la concentracidn de las hormonas que regulan la ingesta de alimentos en la
leche materna podria estar relacionada con la sintesis de éstas en el tejido glandular

mamario por lo que se establecieron las siguientes preguntas:

¢ Los lactocitos expresan los genes que codifican para las hormonas grelina, resistina,

leptina, adiponectina, irisina e IGF-17?

¢La expresion de éstas hormonas se modifica en funcion de los tres tipos de leche

materna?
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar los cambios en la expresion de los genes que codifican para las
hormonas grelina, resistina, leptina, adiponectina, irisina e IGF-1 en lactocitos

presentes en calostro, leche de transicion y leche madura de mujeres.
Objetivo particular

¢ Identificar el transcrito GHRL, RETN, LEP, ADIPOQ, FNDCS5 e IGF-1 en los restos

de lactocitos del calostro.
e Determinar el perfil de expresion génica de GHRL, RETN, LEP, ADIPOQ, FNDC5

e IGF-1 en los restos de lactocitos de calostro, leche de transicidén y leche madura.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefo de estudio

Descriptivo, longitudinal y prospectivo.

6.2 Poblacion de estudio

Se incluyeron mujeres primigestas clinicamente sanas en periodo de lactancia. Las
cuales fueron captadas durante el embarazo, a través de Talleres educativos sobre
lactancia (beneficios, técnicas de extraccion, creacion de banco de leche), impartidos en
las Unidades de Medicina Familiar No. 04 y 26 del Instituto Mexicano del Seguro Social

(IMSS) durante el mes de septiembre del 2015 a enero del 2017.

6.3 Aspectos éticos

Dentro de los aspectos éticos, esta investigacion formo parte del proyecto “Composicion
de la leche durante la lactancia de mujeres con sobrepeso u obesidad: macronutrimentos
y hormonas reguladoras de la ingesta alimenticia” con namero de registro ante la
Comision Nacional de Investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social, R-2015-

785-045, con riesgo considerado como minimo.

En cuanto a los beneficios para las participantes, se les brindé asesoria nutricia durante
la lactancia y un reporte sobre sus parametros bioquimicos (glucosa, colesterol,

triglicéridos).
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6.4 Variables de estudio

Variables independientes
e Tipo de leche materna (calostro, leche de transicion y leche madura).
Variables dependientes

e Expresion de los genes GHRL, RETN, LEP, ADIPOQ, FNDCS5 e IGF-1 en los tres
tipos de leche materna.

6.5 Criterios

Criterios de inclusién

e Mujeres primigestas.

e Entre los 18 y 35 afios de edad.

¢ Sin antecedentes de tabaquismo, alcoholismo y consumo de drogas durante el
embarazo.

e Embarazo normo-evolutivo.

e Gestacion a término de 37 semanas.

e Producto unico.

e Peso al nacimiento mayor a 2,5 kg.

e Lactancia exclusiva el primer mes de vida.

e Firma de las mujeres participantes en la carta de consentimiento.

Criterios de eliminacién

Se eliminaron a aquellas mujeres que presentaron afecciones materno-infantiles durante

el estudio, que suspendieron la lactancia o que decidieron abandonar el estudio.
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6.7 Procedimientos

6.7.1 Trabajo de campo

Para la obtencion de las muestras de leche se realizaron 3 visitas domiciliarias, las cuales
se programaron entre los dias 5-7, 10-14 y el dia 30 después del parto, para tomar los
tres tipos de leche (calostro, transicion y madura, respectivamente). La extraccion de
leche se llevo a cabo simultaneamente en ambos pechos hasta su vaciamiento con una
bomba eléctrica grado hospitalario marca Medela Lactina Select, a la cual se le instalaron
mangueras de latex unidas a las copas de extraccion con biberones previamente
esterilizados. Simultaneamente, se realiz6 un masaje “circular” (en contra de las
manecillas del reloj) y de “barrido” (con direccidén de arriba hacia abajo) comenzando
desde la parte superior de ambos pechos. La leche colectada se homogenizo y agito,
posteriormente se tomaron 5mL en tubos conicos (Falcén) estériles libres de RNAsas,

los cuales se transportaron en frio al laboratorio para su analisis.

6.7.2 Trabajo de laboratorio

Extraccion de RNA

A partir de 5mL de leche materna se separ6 la capa de grasa mediante centrifugacion
(Hettich 320-R) a 4°C y 4010 rpm durante 15 minutos, removiéndola a tubos eppendorf.
A continuacion se extrajo el RNA total por el método de Maningat y Chomczynski (TRIzol)
modificado. A la muestra se le agregd 1mL de TRIzol y se homogenizd con el vortex.
Posteriormente, se centrifugd (Allegra X-22R) a 15000 rpm por 15 minutos a 4°C y se
tomé la fase media para transportarla a otro microtubo donde, se agregaron 200uL de

cloroformo y se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Después, se extrajo la
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fase acuosa y se agregaron 500uL de isopropanol. La muestra se dejo durante 24 horas
a -72°C. A continuacion, se centrifugd bajo las condiciones anteriormente mencionadas
y se decanto el precipitado de la muestra. Se agregdé 1mL de etanol, y se centrifugd a
7500 rpm por 5 minutos a 4°C. Finalmente, se quitd el sobrenadante para dejar secar el
boton durante 5 minutos. Una vez trascurrido este tiempo se resuspendié la muestra

con 20uL de agua grado biologia molecular.

Integridad, cuantificacion y pureza del RNA total

La integridad del RNA total obtenido de cada muestra, se verifico por medio de una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%, utilizando 1pg de cada una de las
muestras.

La visualizacion del RNA se realizé mediante luz UV con un transiluminador (Multimage
™ Light Cabinet), como agente intercalante se utiliz6 bromuro de etidio. Es importante
considerar que para complementar el analisis acerca de la calidad del RNA fue necesario
cuantificarlo por espectrofotometria (Nanodrop ND-100, Thermo Scientific) y verificar el
coeficiente 260/280nm, que indica el grado de pureza de la muestra. El coeficiente de
pureza para acidos nucleicos, debe estar entre 1.6-2.0, lo que indica que tiene una pureza
aceptable para analisis posteriores. Finalmente, el RNA se utilizé para sintetizar el cDNA

mediante transcripcion reversa.

Sintesis de cDNA

Para sintetizar el cDNA se utilizaron 2ug del RNA total. El cual se homogeneizo con los
componentes del kit TagMan Reverse Transcription Reagents: 5uL de RT buffer (1X),

11pL MgClz2 (2.75mM), 10puL dNTP (0.5mM), 2.5uL oligo dT (2.5 pM) 1pL inhibidor de
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RNAasas (1U/uL), 1.23uL transcriptasa reversa (2.5U/uL) y 18.25uL H20 HyPure. El
cDNA se utilizo para realizar el analisis de la expresion de los genes mediante PCR punto

final, utilizando al gen B-actina como gen de referencia.

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) punto final.

La PCR punto final del gen de referencia, se llevo a cabo para evaluar la sintesis correcta

de cDNA.

Las reacciones se realizaron con el kit TagMan DNA polymerase, recombinant. Se usaron
2.5uL de buffer PCR (1X), 1uL dNTP mix (0.2 mM), 0.75uL MgCl2 (1.5 mM), 1uL primer
forward (0.5uM) y reverse (0.5uM) B-actina (respectivamente), 2ug cDNA de cada
muestra, 0.2uL taq polymerase (2.5U/rn), 16.55uL H20 HyPure. Posteriormente, se
programé el thermociclador Biometra, considerando para el primer ciclo las siguientes

temperaturas; 95 °C (5 minutos), 65°C (1 minuto), 72 °C (1 minuto y 30 segundos).

Posteriormente la amplificacidn se llevo a cabo, aproximadamente durante 33 - 37 ciclos,
dependiendo de la expresion cada transcrito, a temperaturas de 95, 62, y 72°C seguido

por 95, 64, 72 y 4°C durante 1 minuto, respectivamente.

A continuacion, se preparé un gel de agarosa al 1% (0.5 pug/mL) tefiido con 2uL de
colorante como agente intercalante se utilizé6 1uL de bromuro de etidio y se coloc6 un
marcador de 100pb (pares de bases). Finalmente se realizé una electroforesis por 60
minutos a 400mA, 90 Volts para corroborar que el producto obtenido era el cDNA,

demostrando asi la eficiencia de la reaccion.
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Cuantificacion de los transcritos mediante PCR en tiempo real

Para llevar a cabo la PCR en tiempo real, se utilizo el kit DNA Green Master, H20 libre
de nucleasas y H20 grado biologia molecular (HyClone). Por lo que previamente, fue
necesario disefiar los primers (oligonucledtidos) por lo cual se accedié a la base de datos
de la NCBI (por sus siglas en ingles National Center for Biotechnology Information).
Posteriormente, con el programa Pick Primers (Primers 3 version 4.0.0) se procedi6 al
disefio de estos oligonucleotidos. Una vez obtenidos, se seleccionaron dos pares por

cada gen.

Dentro de las caracteristicas para el disefio de los primers se consideré que cada uno de
éstos cumpliera con las especificaciones necesarias para ser utilizados. En cuanto al
tamafio se buscé que los fragmentos flanqueados fueran cortos, maximo 200 pb y que
estuvieran localizados en sitios conservados que no involucraran mas de dos exones,
cuya posicion no se encontrara en los extremos de las secuencias de los mensajeros.
También se consider6é que el contenido de CG no sobrepasara el 60%, ya que esto
incrementaria el valor de la TM (temperatura media de alineacion), de igual forma se
establecié como criterio, que la diferencia entre las TM tedricas de cada par de primers
no excediera 1°C. Finalmente se verificoO que la region flanqueada por ambos primers
tuviera un valor de AG (-) ya que esto hace referencia a la espontaneidad de la reaccién
por lo cual se veria favorecida. En la Tabla 2 se muestra la secuencia de los primers

disenados.
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Tabla 2. Secuencia de PRIMERS

Gen

Primer forward

Primer reverse

Genes de estudio

GHRL CTgAgCCCTgAACACCAGAg CTgCTggTACTgAACCCCTg
RETN CCCACCgAgAgggATgAAAg CTCCAggCCAATgCTgCTTA
LEP AATgCATTggggAACCCTgT AggAgACTgACTgCgTgTgT
ADIPOQ TTCTgCCTTCCgCAgTgTAg TAgCCAgATggTgTggCTTg
FNDC5 CCgCCAgTATgACATCATTgAA | TTgggTTTgTAgTgCAgCCT
IGF-1 ATgTATTgCgCACCCCTCAA gCACTCCCTCTACTTgCgTT
Gen de referencia

B-ACTINA TggAATCCTgTggCATCCATg TAAAACgCAgCTCAgTAACAg
Genes tejido especifico

CASEINA CAACggTggACAgTgTAgTCA AggCAgACAAATggCTgAAg

a-LACTOALBUMINA

CATAATgTgCCAAGAAGATCCT

gCCACTgTTCCAgCTTCTCAQT

GHRL: grelina; RETN: resistina; LEP: leptina; ADIPOQ: adiponectina; FNDCS5: irisina; IGF-1:
factor de crecimiento Insulinico tipo 1.

Como gen constitutivo se utilizé a B-actina, y para confirmar que el RNA provenia de

células epiteliales mamarias se utilizaron los oligonucledétidos de a-Lactoalbumina y de

caseina que son de expresion tejido especifico.

Para realizar la PCR en tiempo real se uso el termociclador Lightcycler Nano (Roche) y

como marcador se utilizd el fluorocromo SYBR Green. La amplificacion se llevé a cabo

en un volumen total de 20uL considerando lo siguiente: SYBR, 40pmol de cada primer

4uL de Master”'US SYBR Green, 2.5ug de cDNA, buffer para PCR, MgCl2 3.5mM en

capilares de borosilicato de 20uL. Posteriormente, para desnaturalizar el cDNA se pre-

incub6 a 95°C por 10 minutos. La amplificacion inicio con 35 ciclos a 95°C por 10
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segundos y la temperatura para la alineacion fue 60°C por 7 segundos, finalizando con

la emision de fluorescencia.

Para el analisis de la expresion se considero6 el punto de corte (Cp) o ciclo umbral (Cq)
que se refiere al momento en el cual comienza el incremento en la fluorescencia. Se
realizaron las calculos para ACt donde se consideré el promedio del Cq obtenido para
cada uno de los genes de interés menos el Cqg del gen B-actina. Posteriormente se realizo
la siguiente operacion 2-2¢, sin embargo, para detallar el andlisis fue necesario calcular

2-08Cten unidades relativas, tomando como referencia la expresion del gen en calostro.

Analisis estadistico

El andlisis de datos se efectud con el programa SPSS version 21 Software, con un
intervalo de confianza considerado del 95% (P = <0.05). De forma inicial se determiné la
distribucion de los datos; por lo que los valores se expresaron como mediana y rangos
intercuartilicos. Posteriormente, los valores se compararon con una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, asi como la prueba Post-prueba de U de Mann Whitney

para corroborar la significancia de los datos.

41



7. RESULTADOS

Caracteristicas generales de las participantes

En este estudio se incluyeron 15 mujeres en periodo de lactancia. A estas mujeres se les
tomo6 muestra de leche en diferentes dias que correspondié a calostro, leche de transicion
y leche madura para el andlisis de la expresion de los genes GHRL, RETN, LEP,
ADIPOQ, FNDC5 e IGF-1. A continuacion, en la tabla 3 se muestran los datos
demograficos de las mujeres que participaron en el estudio. Los datos se presentan como
medianas del peso, talla, edad e indice de masa corporal (IMC) de las participantes
durante el primer mes posparto. Aungue se observé una disminucién en el peso corporal,
no hubo diferencias significativas en esta disminucion. En cuanto al IMC, éste se modifico
de acuerdo al peso, por lo que para la primeray la segunda semana postparto la mediana
corresponde a un IMC considerado como sobrepeso (25 —29.9 kg/m?), no obstante al
concluir el estudio la mediana se posicioné con un IMC considerado como peso normal

(<18.5 —-24.9 kg/m?), de acuerdo a lo referido por la OMS (2015).

Tabla 3. Datos demograficos de las participantes.

ler semana 2da semana 30 dias
Postparto Postparto postparto
Peso
(Kg) 66.6 (48.3, 87.7) | 64.5 (48.7, 87.5) | 63.7 (45.8, 88.0)
Talla (cm) 159.6 (150, 172)
Edad (afos) 25.1 (18, 33)
IMC* 26.5 (120.3, 33.6) 25 (21, 33.5) 23.55 (19.8, 33.7)

Los datos se representan como medianas (minimo, maximo) con una postprueba de U

de Mann Whitney. *indice de Masa Corporal = peso (Kg)/ talla (cm)2.
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Para identificar la expresion en las células del tejido mamario de los transcritos GHRL,
RETN, LEP, ADIPOQ, FNDCS5 e IGF-1, se extrajo el RNA total de las muestras obtenidas

para su posterior analisis.

Integridad y cuantificacion del RNA total

Se extrajeron 45 muestras de RNA total provenientes de los restos de lactocitos obtenidos
de los tres tipos de leche: calostro (C), transicion (T) y madura (M). La figura 5
corresponde al RNA total obtenido de los tres tipos de leche provenientes de una de las
quince mujeres, donde es posible distinguir en las tres muestras referidas las
subunidades ribosomales del RNA (28S 18S y 6S) como bandas bien definidas, debido

a esto se pudo determinar que el RNA total estaba integro.

5

-
185

o 65

Figura 5. Integridad del RNA de los tres tipos de leche materna (C: calostro. T: transicion, M:
madura).
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Para complementar el analisis de la calidad del RNA, fue indispensable cuantificarlo. En
cuanto a los coeficientes de pureza obtenidos para cada muestra, los valores oscilaron
entre 1.68y 1.91 lo cual demostrd que se encontraban en el intervalo de pureza adecuado
(1.6-2.0) para analisis posteriores.

El RNA total se utilizé para la sintesis del cDNA. Posteriormente, se realiz6 la PCR de
punto final para determinar la sintesis correcta del cDNA obtenido de todas las muestras,

siendo asi un indicador de la calidad del cDNA sintetizado.

Identificacidén de los genes de estudio en restos de lactocitos de leche materna.

Se realizé PCR punto final, de los transcritos GHRL, RETN, LEP, ADIPOQ, FNDC5 e
IGF-1 para identificar si éstos se expresaban en la leche materna, utilizando al gen -
actina como gen de referencia. En seguida, se efectué una electroforesis en gel de
agarosa, con ello se confirmé la obtencion de los productos de la reaccion, indicando asi
su validez. Como marcador de peso molecular se us6 una escalera de 100pb (pares de

bases). A continuacion se muestran los resultados obtenidos:

En la figura 6A se presenta la amplificacion de los transcritos para 3-actina, caseina, a-
Lactoalbumina, RETN, FNDC5, ADIPOQ y en la figura 6B B-actina, LEP, GHRL e IGF-1.
Como se observa en la figura 6A, el transcrito de RETN y FNDC5 no se expresa en los
restos de lactocitos ya que no se observo amplificacion. Por lo contrario, los transcritos
de B-actina, Caseina, a-Lactoalbumina, ADIPOQ, LEP, GHRL e IGF-1 se expresan en

los lactocitos como lo muestran las bandas en la figura 6A y 6B.
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Figura 6. Productos de PCR en gel de agarosa al 2%. MPM: marcador de peso molecular 100
pb; B-act: B-actina; Cas: caseina; a-Lact: a-Lactoalbumina; RETN: resistina; FNDC5: irisina;
ADIPOQ: adiponectina; Negativo: control negativo; LEP: leptina; GHRL: grelina; IGF-1: factor
de crecimiento insulinico tipo 1.

Determinacion del perfil de expresion génica de GHRL, RETN, LEP, ADIPOQ,

FNDCS5 e IGF-1 en restos de lactocitos de leche de calostro, de transicién y madura.

Para realizar el perfil de expresion génica se llevaron a cabo ensayos de PCR en tiempo
real, para esto fue necesario realizar primero curvas de disociacion de cada uno de los
genes de estudio con el objetivo de determinar la concentracién éptima del cDNA a
utilizar, verificando cual de estas concentraciones, favorece la expresion, pudiéndose
detectar la sefial desde los primeros ciclos.

Las curvas de disociacion se realizaron por triplicado para cada uno de los genes de
estudio incluyendo RETN y FNDCS5 (esto con la finalidad de confirmar la baja expresion
debido a que la PCR en tiempo real es una técnica mas sensible que la PCR de punto
final), con lo cual se corrobord que estos dos genes no se expresan en las células
epiteliales provenientes de la glandula mamaria.
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Las curvas de disociacion se realizaron con el cDNA de calostro, por lo que se diluyo de
la siguiente forma: [1:1], [1:10], [1:100], [1:1000] y [1:10000]. Posteriormente, se
registraron los ciclos de amplificacion (Cq: el ciclo en el cual la fluorescencia de la
reaccion sobrepasa la fluorescencia basal, y se considera el punto en el cual la reaccion
de amplificacion inicia) para seleccionar la concentracion 6ptima del cDNA a utilizar para
los analisis posteriores, dicha concentracion debe presentar el inicio de deteccién de la
expresion del transcrito a partir del ciclo 20 y hasta el ciclo 35, debido a que en estos

ciclos se descarta la contaminacion de las muestras o la formacion de dimeros.

Finalmente, se determind que el cDNA sin diluir fue el 6ptimo para los analisis de
expresion de todos los genes. En la figura 7 se presenta a manera de ejemplo, la curva
de disociacion (marca el inicio de deteccion de la expresion del transcrito) y la curva Melt
(indica la temperatura de fusion) obtenidas para IGF-1. En este caso para la curva de
disociacion se obtuvo un Cq = 23.5 y para la curva Melt la temperatura de adquisicién fue

de 80- 85 °C.
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Figura 7. Curvas de disociacion de IGF-1. A) curva de cuantificacion (izq. a der. *[1:1] Cq=23.5)
intensidad de fluorescencia del SYBR Green (RFU) contra el ciclo de amplificacién. B) curvas de
temperatura de fusion obtenida para el fragmento amplificado.

A continuacion, se llevaron a cabo las reacciones de PCR en tiempo real por duplicado
de los genes B-actina, caseina, a-Lactoalbumina, GHRL, LEP, ADIPOQ e IGF-1. Para
analizar los resultados obtenidos, se calculd el promedio de los Cq de cada gen de
interés, para normalizar el nivel de expresién de éstos se resté el promedio de Cq del gen
B-actina de acuerdo al tipo de leche (C, Ty M) y como genes especificos del tejido epitelial
mamario se usaron caseina y a-Lactoalbumina. Finalmente, la expresion de cada uno

de los genes se obtuvo con el promedio de las unidades relativas, en el caso de la leche
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de transicion y la leche madura la expresion se comparé con el calostro. Los resultados
en las siguientes figuras se muestran como media + error estandar.

La expresion del gen caseina de acuerdo al promedio de unidades relativas en la leche
de transicion (1.19 £ 0.2) y en leche madura (2.72 + 1.0), se mantuvo constante (P =0.75
y 0.78, respectivamente) con respecto al calostro (1.32 + 0.24), como se muestra en la

figura 8.

Expresion Caseina
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Figura 8. Expresion del transcrito de Caseina en restos de células epiteliales presentes en
glébulos de grasa de Calostro, L. Transicion y L. Madura. *P<0.05 Prueba de U de Mann Whitney.
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Para la expresion del gen a-Lactoalbumina en unidades relativas, los resultados en la

figura 9 muestran que la expresion de este gen fue significativamente (P = 0.002) mayor

en la leche madura (6.43 + 2.28) con respecto al calostro (1.59 + 0.43), en contraste con

la expresion en la leche de transicion (2.17 £ 0.43) (P = 0.17) que no se modifico.

14
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Unidades relativas

Calostro

Expresion a Lactoalbimina

L. Transicion
Tipo de Leche

L. Madura

m Calostro
mL. Transicion
mL. Madura

Figura 9. Expresion del gen de a-Lactoalbimina en restos de células epiteliales presentes en
glébulos de grasa de Calostro, L. Transicién y L. Madura. *P<0.05 Prueba de U de Mann Whitney.
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En cuanto a la expresion del gen de GHRL se mantuvo constante (P = 0.63) durante los

primeros quince dias de lactancia, encontrando que la primera semana se obtuvo un valor

de expresion de 1.79 £ 0.55 y en la segunda semana un valor de 0.97 + 0.29. Sin

embargo, se encontraron diferencias significativas (P = 0.01) en la expresion de este gen

entre la primeray la cuarta semana (0.39 + 0.1) de lactancia como se observa en la figura

10.
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Figura 10. Expresién del gen GHRL (grelina) en restos de células epiteliales presentes en
glébulos de grasa de los tres tipos de leche materna. *P<0.05 Prueba de U de Mann Whitney.
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Por otra parte, la expresion de ADIPOQ se modifico durante el primer mes de lactancia
(figura 11), esto se pudo observar al comparar el promedio de las unidades relativas
obtenidas de la leche de transicion (0.02 + 0.00) y de la leche madura (0.4 £ 0.11), con
respecto al calostro (1.27 + 0.19), observandose diferencias significativas para ambos

casos (P = 0.001).
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Figura 11. Expresién del gen de ADIPOQ (adiponectina) en restos de células epiteliales
presentes en restos de gloébulos de grasa de los tres tipos de leche humana. *P<0.05 Prueba de
U de Mann Whitney.
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Respecto a la expresion de LEP (figura 12), no se observaron diferencias significativas
en el promedio de las unidades relativas correspondientes a la leche de transicion (1.19
+0.34) (P =0.41) y laleche madura (0.88 + 0.28) (P = 0.93) comparadas con la expresion

en el calostro (1.53 + 0.42).
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Figura 12. Expresion de LEP (leptina) en restos de células epiteliales presentes en globulos de
grasa de los tres tipos de leche materna. *P<0.05 Prueba de U de Mann Whitney.
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Finalmente, observamos resultados interesantes a cerca de la expresion de IGF-1 en las
células epiteliales mamarias, la expresion de este se detecté en un intervalo del ciclo 24
al 26 durante la primera, segunda y cuarta semana de lactancia, lo cual indica una
expresion alta ya que los ciclos de deteccion de la expresion (Cq) fueron similares a los
observados para el gen Caseina (Cq = 21-22). Adicionalmente, la expresion de este
transcrito se mantuvo estable, ya que al comparar la expresion de la segunda (1.32 £
0.43) y la cuarta semana (1.1 £ 0.37) con respecto a los primeros 5-7 dias de lactancia
(1.4 £ 0.28), se obtuvo un valor de P = 0.63 y P = 0.22 respectivamente, descartando asi

diferencias significativas (figura 13).
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Figura 13. Expresion del gen IGF-1 en células epiteliales presentes en restos de células
epiteliales de glébulos de grasa de los tres tipos de leche humana. *P<0.05 Prueba de U de Mann
Whitney.
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8. DISCUSION

Este estudio tuvo como objetivo determinar tanto la expresion como los cambios de ésta
de los genes GHRL, RETN, LEP, ADIPOQ, FNDCS5 e IGF-1 en restos lactocitos presentes

en calostro, leche de transicion y leche madura de mujeres.

Primeramente los resultados demuestran que el cDNA obtenido provenia de tejido
epitelial mamario ya que se observo la expresion del gen caseina y a-Lactoalbimina, los
cuales fueron reportados por Hall y colaboradores en 1982 como genes de tejido
especifico para dicho 6rgano, los cuales durante la lactancia, su expresion se modula en
las células epiteliales de la gldndula mamaria mediante una combinacién de hormonas

peptidicas y esteroides, de acuerdo a lo mencionado por Baneerje en 1976.

En cuanto al transcrito a-Lactoalbimina, los resultados demuestran mayor expresion de
éste gen en la leche madura con respecto al calostro, lo cual se sustenta con la demanda
del lactante, ya que a-Lactoalbumina constituye la principal fuente de aminoacidos
necesarios para el desarrollo de células y tejidos (UNICEF, 2016). Por lo que, los
resultados sugieren que se requiere mayor expresion del gen a-Lactoalbamina en laleche
materna posiblemente para hacer frente a la demanda que impone el neonato para su
desarrollo (Heine et al., 1991; Lénnerdal, 2016). Por lo contrario, la expresion del gen
caseina no se modific6 durante el primer mes de lactancia, no obstante se hubiera
esperado mayor expresion en la leche madura con respecto al calostro, puesto que a
medida que el lactante se desarrolla requiere mayor aporte proteico, y la caseina es uno
de los componentes proteicos en mayor proporcion (40% aproximadamente) de la leche
materna ademas de actuar como modulador exdgeno de la motilidad gastrointestinal y

permeabilidad intestinal (Calixto et al., 2011). Se sugiere que las razones por las que no
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se encontraron cambios en la expresion del gen Caseina podrian estar involucrados a la
fisiologia gastrointestinal del lactante, debido a que favorece la digestion de proteinas a
través de las casomorfinas (péptidos de 4-10 aminoacidos derivados de la caseina) (Baro
et al., 2001); lo que nos llevaria a plantear que esta expresion se mantiene en la glandula
mamaria para que la secrecion de caseina en la leche materna sea continua y asi el
lactante pueda obtener los beneficios antes referidos.

Sin embargo, debemos considerar que posiblemente no se encontraron cambios debido
a que el numero de mujeres que participaron en el estudio es bajo, por lo que se requiere
un mayor numero de participantes para confirmar este resultado.

Para los transcritos de estudio, esta investigaciéon reporta que tanto el gen GHRL como
el de la LEP se expresan en los restos de lactocitos proveniente de los tres tipos de leche
(calostro, leche de transicidon y leche madura). Nuestros hallazgos son apoyados con los
obtenidos por otros autores. En el caso de GHRL, Gnanapavan y colaboradores en el
2002, reportaron que este gen se expresa en tejido epitelial mamario humano (post
mortem). Asimismo, Smith y colaboradores en 1998, concluyen que el transcrito de LEP
se expresa en cultivos celulares epiteliales, provenientes de la glandula mamaria
humana. Sin embargo, estos dos estudios no proporcionan informacién si existen
cambios en la expresién de dichos genes en el tejido mamario durante la etapa de

lactancia.

Otro hallazgo importante fue la identificacion de los genes ADIPOQ e IGF-1 en el tejido
epitelial mamario, ya que hasta nuestro conocimiento no existen reportes acerca de
expresion de estos transcritos en dicho tejido humano. Aunque el Unico estudio referido

a la expresion de estos genes especificamente de ADIPOQ fue el reportado por Othaniy

55



colaboradores en el 2011, los autores reportaron la expresion del gen en la glandula

mamaria de rumiante.

Finalmente, dentro de los hallazgos obtenidos, se encontré que tanto RETN como FNDC5
no se expresan en el tejido epitelial mamario humano. Aunque estas hormonas resistina
e irisina se secretan en la leche materna, de acuerdo a lo reportado por llcol y
colaboradores en el 2008 y Aydin y colaboradores en el 2013 respectivamente, su
sintesis no proviene de la glandula mamaria, pero si de otros tipo de 6rganos o tejidos
como el tejido adiposo blanco, y es a través del torrente sanguineo que llegan a la
glandula mamaria para su transporte hacia la leche materna (Bostrom et al, 2012;

Nogueiras et al, 2005).

Es importante considerar que actualmente no se han realizado estudios que expliquen el
cambio en la expresion de los genes GHRL, LEP, ADIPOQ e IGF-1, en el tejido glandular
mamario durante la lactancia, ya que como se ha referido con anterioridad para alguno
de ellos no estaba reportada su sintesis en este 6rgano. No obstante, diversos autores
relacionan la concentracién de las hormonas grelina, leptina, adiponectina e IGF-1 en la
leche materna con la demanda nutricia y con la maduracién gastrointestinal y endécrina
del lactante (Gridneva et al., 2017). Debido a que estas hormonas patrticipan en el control
de la ingesta de alimentos, se ha propuesto que también regulan el apetito del neonato,
mientras el sistema endocrino y tracto gastrointestinal maduran por completo y ejercen
sus funciones, facilitando tanto la secrecion de hormonas como la absorcion de
nutrimentos (proteinas, hormonas entre otros) (Badillo et al., 2017). Esta hipdtesis se ha
propuesto ya que la sintesis de hormonas en el neonato, se lleva a cabo de forma 6ptima

a partir de las primeras dos semanas de nacimiento (Bouret y Simerly, 2006).
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Es por ello que en la presente investigacion se sugiere que la expresion de los genes
como GHRL, ADIPOQ, LEP e IGF-1 en las células epiteliales mamarias, pudiera estar
relacionada con la fisiologia endocrinay gastrointestinal del lactante, dadas las funciones
gue presentan las hormonas codificadas por estos genes; cuyas concentraciones se ven
modificadas en los tres tipos de leche, debido a mecanismos reguladores
neuroendocrinos (Badillo et al., 2017). El transcrito GHRL codifica para la hormona
grelina, su principal funciébn es causar los movimientos peristalticos del intestino
promoviendo la ingesta de alimento y la secrecién de &cido gastrico (Campos et al.,
2006). Nuestros resultados demuestran que la expresion de GHRL fue menor en la leche
madura con respecto al calostro, esto podria estar relacionado con lo descrito por Olivera
y colaboradores en el 2014, quienes determinaron por inmunohistoquimica en tejidos del
tracto gastrointestinal de lactantes, que la secrecion en la mucosa gastrica de la hormona
grelina era mayor en el recién nacido a partir del dia treinta de nacimiento. La mayor
cantidad de grelina del neonato en el tracto gastrointestinal podria influir en una menor
demanda y menor secrecion en la leche influyendo en la disminucion en la expresion del
transcrito en las células epiteliales mamarias en el primer mes postparto, sugiriendo que
el neonato es capaz de sintetizar su propia grelina requiriendo asi menos grelina

exdégena.

Por otra parte, el gen ADIPOQ es el encargado de sintetizar adiponectina, hormona que
presenta actividades antiinflamatorias ademas de estimular cambios en el apetito,
favoreciendo tanto al apetito como a la saciedad (Dominguez, 2007). La expresién de
este gen disminuy6 a medida que se produjo leche madura. Los cambios observados en

la expresion en el gen ADIPOQ podrian estar relacionados con la funcién antiinflamatoria
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de adiponectina sobre las células epiteliales de la mucosa intestinal en el lactante, siendo
un factor protector ante la degradacion de proteinas a través del proceso de digestion,
ademas de favorecer la regulacion de la ingesta alimenticia del recién nacido al ser
absorbida a través de la mucosa intestinal (Newburg et al., 2010). Por lo que se sugiere
que la expresion del gen disminuye a medida que el lactante crece sintetiza su propia
adiponectina en algunos érganos o tejidos, como el tejido adiposo (Dominguez, 2007)

requiriéndola en menor cantidad en la leche materna (Savino et al., 2009).

En cuanto al gen LEP que codifica para la leptina, hormona encargada de inhibir el
apetito (Savino et al., 2005). Se observo durante el presente estudio que la expresion se
mantuvo constante durante el primer mes de lactancia. Por lo cual la expresion constante
del gen podria estar relacionada a que el lactante requiere la hormona de forma exégena
a través de la leche, estimulandolo a mantener la sefial de saciedad durante los primeros
dias de vida, ya que existe la posibilidad de que el nUmero de receptores en el estbmago
del recién nacido sea bajo, o que las neuronas hipotalamicas no estén completamente
maduras para que el recién nacido pueda secretar su propia leptina. (Gridneva et al.,

2017; Badillo et al., 2017).

Finalmente, el gen IGF-1 que codifica para la hormona con el mismo nombre auin no tiene
una funcién tan especifica en la glandula mamaria, sin embargo, algunos autores
proponen que participa en el crecimiento y ganancia de peso neonatal (Kon et al., 2014).
En la presente investigacion, la expresion de este gen en las células epiteliales mamarias
se mantuvo elevada, aunque sin cambios significativos durante el primer mes posparto.
Lo cual podria estar acorde con lo propuesto por Goldman en el 2000, quien propone que

los factores de crecimiento estan presentes en la leche materna para contribuir a la
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maduracion del tracto gastrointestinal y al desarrollo de la mucosa intestinal del lactante
ya que hay evidencia en modelos animales donde los factores de crecimiento
favorecieron el desarrollo y maduracion del tracto gastrointestinal. Esta propuesta podria
estar referida a que durante los primeros dias de nacimiento, la cantidad de factores de
crecimiento producidos por el neonato son insuficientes, requiriéndolos de fuentes

exdgenas como la leche materna (Savino et al., 2005).

Por lo anteriormente mencionado se considera que la expresion de los genes GHRL,
LEP, ADIPOQ e IGF-1, podria estar relacionada con la concentracion de las hormonas
grelina, leptina, adiponectina e IGF-1 en leche materna y a su vez con la fisiologia
gastrointestinal y enddcrina del lactante, participando en mecanismos de programacion
del apetito. Sin embargo, se requieren estudios que determinen el tipo de asociacion entre

estos factores.

59



9. CONCLUSIONES

e Los transcritos GHRL, LEP, ADIPOQ e IGF-1 se expresan en los restos de
lactocitos.

e Los RNAm de los genes RETN y FNDC5 no se expresan en los restos de células
epiteliales mamarias.

e La expresion génica de ADIPOQ y GHRL en los restos de lactocitos, disminuye a
medida que se produce leche madura

e La expresion génica de LEP en los lactocitos es similar cuando se produce
calostro, leche de transicion y leche madura.

e El gen IGF-1 tuvo una expresion alta durante el primer mes de lactancia. Sin
embargo, esta expresion no se modific6 cuando se produce calostro, leche de

transicion y leche madura.
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