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RESUMEN

La leche materna es la principal fuente de nutrientes y componentes bioactivos
necesarios para el desarrollo y defensa de los neonatos e infantes durante sus
primeros meses de vida. En los primeros dias posteriores al nacimiento, la
madre produce el calostro que es rico en componentes bioactivos como
células inmunes, citocinas, adipocinas y factores de crecimiento.
Recientemente, se describié la presencia de linfocitos T reguladores (Treg) en
calostro humano, que se presume contribuyen a modular la tolerancia
inmunoldgica y la respuesta inmune de los primeros retos antigénicos a los
gue se enfrenta el neonato; la cantidad y fenotipo de este tipo de células
puede estar influida por el microambiente en el que se encuentran. Uno de los
factores que puede afectar la composicion del calostro humano es la obesidad
materna, padecimiento caracterizado por altas concentraciones de mediadores
proinflamatorios, que repercute importantemente en la salud del infante porque
aumenta el riesgo de padecer sobrepeso y obesidad infantil, asi como
diabetes mellitus tipo Il y enfermedades metabdlicas y cardiovasculares en la
vida adulta. El objetivo de este proyecto fue evaluar si existe asociacion entre
la obesidad materna y la densidad celular y fenotipo de linfocitos Treg y las
concentraciones de citocinas proinflamatorias, adipocinas y factores de
crecimiento en calostro humano. A partir de 36 muestras de calostro de
mujeres con peso normal, sobrepeso y obesidad se determinaron las
densidades celulares de linfocitos Treg y las concentraciones de citocinas
proinflamatorias, adipocinas y factores de crecimiento mediante analisis
multiparamétricos e inmunoensayos analizados con citometria de flujo.
Encontramos que la frecuencia de linfocitos Treg y la concentracion de los
factores de crecimiento EGF, EPO y FGF-basic se asocian negativamente al

IMC, mientras que la concentracion de resistina se asocia positivamente a




éste. Estas asociaciones pudieran favorecer un ambiente inflamatorio en el
neonato, debido a que se encuentran implicadas en mecanismos relacionados
con la obesidad y el estado de inflamacion crénica y desequilibrio bioquimico
gue propicia este padecimiento en la madre puede tener un impacto nocivo en

el neonato que recibe el calostro.
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ABREVIATURAS

IMC indice de masa corporal

OMS Organizacion Mundial de la Salud

UNICEF Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia
EGF Factor de crecimiento epidérmico

EPO Eritropoyetina

G-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos
FGF-basic Factor de crecimiento de fibroblastos basico
GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos
HGF Factor de crecimiento de hepatocitos

M-CSF Factor estimulante de colonias de macréfagos
PDGF-AA Factor de crecimiento derivado de plaquetas-AA
PDGF-BB Factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB
SCF Factor de células madre

TGF-a Factor de crecimiento transformante alfa

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

SDG Semanas de gestacion

APC Célula presentadora de Antigeno
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INTRODUCCION

La leche materna

La leche materna es un fluido bioldégico complejo, producido por las glandulas
mamarias de la mujer después del parto para proveer nutrientes y proteccion al
neonato e infante en sus primeros meses de vida. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) recomienda brindar a los neonatos amamantacion exclusiva durante
los primeros 6 meses de vida, refiriéndose a ésta como una alimentacion libre de
otros liquidos, sdlidos o vitaminas. Recomienda también la posterior incorporacion
de alimentos como complemento hasta por un periodo de 2 afios, todo esto se

reconoce como esencial para la alimentacion del neonato e infante[1].

La leche materna es necesaria e insustituible en el periodo neonatal, un lapso
particularmente critico en el que los neonatos se exponen inmediatamente a una
gran cantidad de nuevos retos antigénicos en el ambiente extrauterino, cuando su
sistema inmune no esta completamente desarrollado y adaptado para brindarles la
proteccion que necesitan. Debido a esto, los recién nacidos e infantes son mas
propensos a desarrollar enfermedades infecciosas como otitis media, infecciones
del tracto respiratorio superior e inferior, gastroenteritis, sepsis, meningitis, entre
otras[2]. Para compensar esta desventaja inmunolégica del neonato, la madre le
brinda inmunidad pasiva a su descendencia por medio de la placenta y
posteriormente con la leche materna[3]. Asi, gracias a sus efectos
inmunoestimulantes e inmunomoduladores, la leche materna protege contra
infecciones tempranas y contribuye a prevenir enfermedades futuras en el recién
nacido, tales como enterocolitis necrosante, diabetes mellitus tipo 2, alergias,
obesidad, entre otras[4].

La produccién de la leche materna es posible gracias a una serie de cambios
hormonales que ocurren en la mujer durante el embarazo y el periodo de lactancia.
De manera general, la produccion de leche ocurre de la siguiente manera: primero,
durante el embarazo incrementa la concentracibn de hormonas como prolactina,
gue favorecen el crecimiento y desarrollo del tejido mamario, estimulando los

I6bulos o células alveolares mamarias en preparacion para la produccion de leche.




En este periodo a pesar de la presencia de prolactina, la mujer no secreta leche
porque la progesterona y el estrogeno, hormonas asociadas al embarazo, bloquean
esta accidon[5]. Después del parto, los niveles de progesterona y estrégeno
disminuyen rapidamente permitiendo que la prolactina estimule la secrecion de
leche. Cuando el neonato se alimenta, como respuesta a la succion, promueve que
en el I6bulo anterior de la glandula pituitaria de la madre se secrete prolactina y en
el I6bulo posterior oxitocina. La prolactina secretada continia estimulando las
células alveolares para que la produccion de leche no se detenga. Por su parte, la
oxitocina promueve que las células mioepiteliales de alrededor de los alvéolos se
contraigan, esto tiene como consecuencia que la leche que se ha acumulado en los
alvéolos fluya y llene los conductos[6], facilitando la amamantacion del neonato,
ademas de estimular la produccion continua de leche[7][8]. Adicionalmente, la
oxitocina tiene importantes efectos psicolégicos, ya que induce un estado de
calma, reduce el estrés y aumenta los sentimientos de afecto entre la madre y el

neonato, promoviendo un vinculo entre ellos[9].

De acuerdo a su composicion y el tiempo en que se genera, la leche materna se
clasifica en tres etapas: calostro, leche de transicidn y leche madura[10]. La
mayoria de los componentes de la leche materna se encuentran en altas
concentraciones en el calostro y son menos abundantes en la leche madura,
puesto que las concentraciones tienden a disminuir y la composicion vy
caracteristicas de la leche materna se adaptan a las necesidades del neonato[11].
El calostro es el primer fluido producido por la madre inmediatamente después del
nacimiento y durante tres a cuatro dias posteriores al alumbramiento. Se produce
en pequenas cantidades, alrededor de 40 a 50 mL el primer dia, que son
suficientes para las necesidades del neonato[12]. Su composicion destaca por ser
MAs rico en componentes inmunes que nutricios, ya que contiene gran cantidad de
leucocitos y anticuerpos, especialmente de clase IgA, que se han asociado a la
proteccion contra infecciones intestinales y respiratorias, y contiene un mayor
porcentaje de proteinas, minerales y vitaminas liposolubles como vitamina A, E y K,
gue la leche posterior[13]. Es de consistencia viscosa y su color amarillo intenso es

indicativo de la alta concentracion de carotenoides que contiene, como a-caroteno,




B-caroteno y p-critoxantina. Debido a los beneficios que representa, es
imprescindible que el recién nacido reciba calostro desde sus primeras horas de
vida[14]. Posterior al calostro se produce la leche de transicion cuya produccion
dura entre cinco y diez dias, seguida a esta, de diez a veintiin dias después del
parto se genera la leche madura que muestra menor variabilidad durante el resto
del periodo de lactancia. Durante estas etapas, progresivamente se elevan las
concentraciones de lactosa, colesterol, fosfolipidos y vitaminas hidrosolubles;
disminuyen las concentraciones de proteinas, leucocitos, inmunoglobulinas y

vitaminas liposolubles[15][16].
Composicion de la leche materna

La leche materna contiene elementos celulares y solubles que nutren, protegen, y
contribuyen a la maduracion del sistema inmune, desarrollo de o6rganos y la
colonizacion por microbiota de los infantes[17, 18]. Los elementos nutricios en la
leche materna se encuentran en los siguientes porcentajes: 3% a 5% de lipidos,
0.8% a 0.9% de proteinas, 6.9% a 7.2%de carbohidratos, principalmente lactosa, y
0.2% de minerales[19][20]. Los componentes bioactivos son muy variados y sus
actividades biologicas son indispensables para propiciar un Optimo crecimiento y
desarrollo del neonato[21].

Componentes solubles de la leche materna

Algunas de las funciones de los componentes solubles son la proteccién contra
patdogenos, regulaciéon del ambiente bioquimico, propiciar el desarrollo y
crecimiento mediante factores tréficos y participar en mecanismos de regulacion del
metabolismo en el recién nacido [20][22]. Como ejemplo de estos componentes se
encuentran las citocinas proinflamatorias, cuya presencia en leche materna se
asocia al proceso de parto, se encuentran en bajas concentraciones y disminuyen
conforme transcurre el periodo de lactancia [23][24]. Por ejemplo, IL-6 de la leche
materna se encarga de la estimulacion de la respuesta de fase aguda y activacion
de linfocitos B para produccion de inmunoglobulinas[25][26][27], la IL-8 contribuye
al reclutamiento y trafico de leucocitos, como neutrofilos, en la leche humana y

contribuye a la maduracién del epitelio intestinal neonatal, modulando asi el




sistema inmunoldgico del recién nacido[28][25, 29], y la IL-10 reprime la inflamacion
causada por el perfil Thl e induce la produccién de anticuerpos favoreciendo la
tolerancia en el recién nacido [30][31][27]. Las citocinas también pueden actuar en
conjunto para conseguir una determinada respuesta, por ejemplo, las
subpoblaciones de linfocitos T helper, mediante la produccion y liberacion de
citocinas son capaces de iniciar, perpetuar y regular la magnitud de la respuesta
inmune[32]. Como componentes solubles en la leche materna, los factores de
crecimiento también juegan un papel importante. Por ejemplo, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) propicia la estimulacion, proliferacion y maduracion
de células epiteliales del tracto gastrointestinal del recién nacido, la eritropoyetina
(EPO), ademas de contribuir al desarrollo intestinal, actta como un importante
regulador de la eritropoyesis al promover la proliferacion y diferenciacion de las
células progenitoras eritroides[33], el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) promueve angiogénesis y reparacion tisular en el neonato y el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) funciona como un factor tréfico en
los intestinos del recién nacido[34]. La leche materna también contiene adipocinas
como adiponectina, una adipocina antiinflamatoria que ayuda a la reduccién y
control del indice de masa corporal (IMC) del recién nacido[35, 36], leptina que
contribuye a la regulacion del almacenamiento energético, apetito e IMC
neonatal[37-39] y resistina que participa en la regulacion de la sensibilidad a la
insulina y el mantenimiento de la homeostasis metabdlica del neonato[38][40]. La
produccion de adipocinas por parte de los adipocitos se ve afectada por factores
como hipoxia, estrés oxidativo y factores proinflamatorios, asi como por presencia
de citocinas como TNF e IL-6 [41][42]. La expresion desregulada de estos
componentes causada por el exceso de adiposidad y la disfuncién de los
adipocitos, se ha relacionado con la patogénesis de diversos procesos de
enfermedad a través de respuestas inmunes alteradas[42][43]. Estos componentes
solubles con actividad biolégica son transferidos de la madre al neonato mediante
la leche materna y suelen verse modificados en términos de concentracion por
condiciones fisiologicas y estados de salud de la madre, razon de la importancia de

su estudio sobre la repercusion de estos cambios en el neonato.




Componentes celulares de la leche materna

Ademas de componentes solubles, en la leche materna se transfieren células
epiteliales, células madre, leucocitos y probi6ticos[44]. En la Figura 1 se muestra un
esquema en el que se observa, a modo de resumen, la composicion celular de la
leche humana. Primero tenemos al grupo de bacterias probiéticas que la madre
transfiere al recién nacido, razon por la que el calostro y la leche materna funcionan
como fuentes continuas de bacterias benéficas y comensales para el intestino de
los neonatos e infantes, que ingieren aproximadamente entre 1x10° y 1x10’
bacterias por dia [45]. Algunas de las células derivadas de la mama son lactocitos,
células mioepiteliales, células progenitoras y células madre. Entre las células de
origen hematopoyético se encuentran células madre hematopoyéticas y leucocitos,
tales como: linfocitos T, linfocitos B, células NK, monocitos, neutréfilos y
eosinofilos. Estas células tienen la capacidad de proteger al neonato mientras éste

termina de desarrollar su propio sistema inmune[44] .

Células en leche materna humana

l l

Bacterias probidticas Células humanas

l

Células derivadas de la mama

Células hematopoyéticas

|
l . l , .

Lactocitos Células Células Células madre Leucocitos Células madre
mioepiteliales progenitoras hematopoyéticas
A Y l A 4 A
Linfocitos T Linfocitos B Monocitos Células NK Neutrofilos Eosindfilos

Figura 1. Principales células presentes en leche materna humana. La leche humana contiene
probidticos y células provenientes de la madre, tanto derivadas del seno materno como derivadas de
linaje hematopoyético, en donde se incluyen células inmunes con importantes funciones de
proteccion que transfiere la madre al neonato. Modificado de: Witkowska-Zimny, 2017.




En diversos estudios se ha mostrado que los leucocitos transferidos por medio de
leche materna son capaces de establecerse en el intestino del lactante,
particularmente en las placas de Peyer [46]. Asi, a diferencia de otras secreciones,
la leche materna contiene leucocitos viables que se trasladan de la madre al
neonato, proporcionan inmunidad activa y promueven el desarrollo de la
inmunocompetencia en el recién nacido[47][48][49]. Para que esto sea posible, los
leucocitos migran a la mama a través de vasos linfaticos y circulacion sistémica[50],
desde donde se presume entran al lumen de los alvéolos a través de la via
paracelular[47]. Adicionalmente, estudios funcionales han demostrado diferencias
entre leucocitos en leche materna y en circulacion sanguinea [51][52][53], lo que
sugiere una migracion selectiva de leucocitos de la circulacion a la leche materna
y/o alteraciones selectivas de las propiedades de los leucocitos mientras se
encuentran en el seno materno. Lo cual resulta ser importante para su
transferencia y posteriores funciones en el neonato[54][47]. Por ejemplo, se ha
reportado que los linfocitos T CD4+ en la leche materna estan presentes en un
estado activado y tienen fenotipo de memoria, con lo que contribuyen con mayor
eficiencia a la proteccion del neonato. De este modo, los linfocitos T activados de
origen materno compensan la funcion inmadura de los linfocitos T neonatales y
promueven su maduracién[55], y por medio de estas células, la madre brinda
proteccion pasiva al neonato transfiriéndole sus experiencias
antigénicas[56][57][47].

Dentro de las células totales en calostro humano, los linfocitos representan del 13
al 20%[58, 59], y se consideran el tipo de leucocito méas frecuente en este
fluido[44]. Las tres principales subpoblaciones de linfocitos T en leche materna son:
linfocitos T, linfocitos B y células NK [60][61]. Los porcentajes correspondientes a
estas poblaciones en leche materna son los siguientes: linfocitos T:83% dentro del
cual, los linfocitos T CD4+ y T CD8+ representan el 45.6% y 29.8%,
respectivamente[17]. Células Tyd+:11%, linfocitos B:2%, y células NK:3-
4%][62][63][64].
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La subpoblacion celular que predomina en leche materna son los linfocitos T helper
o cooperadores (T CD4+) [65][66], los cuales son capaces de desempefiar
diferentes funciones en el neonato. La activacion de estos linfocitos T helper (Th)
ocurre en la madre, cuando reconocen un complejo de MHC-péptido y como
resultado proliferan y se diferencian hacia uno de varios perfiles Th: Thl, Th2, Th17
y Treg [67]. Cada una de estas subpoblaciones se especializa en diferentes
acciones, como se observa en la figura 2, segun el fenotipo de cada una, producira
un diferente patron de citocinas que a su vez ejerceran distintos efectos en las
células blanco, asi, por ejemplo, los linfocitos T cooperadores tipo 1 (Thl) con la

liberacion de citocinas como TNF-a e IFN-y, regulan la respuesta inmunitaria contra

Th1
faie Y IFN-y
- —
& TNF-o
Cellular
DC - Mo IL-12 Immunity
. Th17 IL-17
IL-13
TGF-$3 + IL-6 o
IL-23 Autoimmunity IL-26

Inflammatory diseases
Granulocyte-dependent Response

Naive
CD4+ T cell )
iTreg
TGF-B

F 3 —>

oxp IL-10

Tolerance and
Immunoregulation
Th2
IL-4 IL-4

» (“-3‘ —> IL-5
IL13
Humoral immunity

Naive and allergy
CD4+ T cell

Figura 2. Diferenciacion de linfocitos Th naive a distintas subpoblaciones: Thl, Th2, Th17
y T reg. Las células presentadoras de antigeno (APC) estimulan a las células T
indiferenciadas (naive) a desarrollar caracteristicas de los linajes Thl, Th2, Thl7 y Treg.
Recientemente, se describid que los basdfilos tienen un papel importante en la
diferenciacidn hacia Th2. Perrigoue, J.G. et al. 2009.
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agentes patdgenos intracelulares, los linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2) con la
liberacion de citocinas como IL-4, IL-13 e IL-5, regulan la respuesta contra agentes
patogenos extracelulares, los linfocitos T cooperadores tipo 17 (Thl7) con la
liberacion de IL-17, IL-21, IL-22, IL-23 e IL-26, desempefian un papel importante en
la inmunidad mediada por células, y colaboran en la defensa contra hongos, y por
altimo, los linfocitos T reguladores (Treg) con la liberacion de TGF-3 e IL-10 tienen

la capacidad de inhibir y controlar la respuesta inmunitaria[68][69].

Dentro de estas subpoblaciones, los linfocitos Treg sobresalen por su peculiar e
importante funcidn de regular a otras poblaciones celulares, asi como el ambiente
bioquimico. Cérbulo y colaboradores recientemente describieron la presencia de
estas células en calostro humano, reportandolas como linfocitos Treg viables, con
fenotipo CD4* CD25"* Foxp3+[70]. Su presencia en calostro juega un papel
importante debido a que el sistema inmune del recién nacido se encuentra
inmaduro y poco apto para responder frente a nuevos retos antigénicos y generar
tolerancia por si mismo a los nuevos microrganismos comensales con los que
coexistira en la nueva etapa de su vida. Los linfocitos Treg que se transfieren al
neonato mediante el calostro pueden formar parte de los mecanismos de tolerancia
y regulacién de respuestas inmunes que la madre proporciona al neonato post
parto, como contribucibn a la homeostasis del sistema inmune del recién
nacido[70]. De este modo, la alteraciobn en la densidad celular y fenotipo de
linfocitos Treg en calostro humano debida a diversos factores pudiera afectar su
funcidén y generar algun efecto no deseado en el neonato. Respecto a esto, se ha
reportado que es posible que la actividad y fenotipo de linfocitos Treg se vean
alterados por cambios en el ambiente bioquimico en el que se encuentran, por
ejemplo, en psoriasis, el microambiente inflamatorio extremo observado crea un
entorno en el que los linfocitos Treg muestran ineficacia y plasticidad[71], asociada
con la pérdida de Foxp3 y que como consecuencia causa la reduccion de la

supresion in vitro por Treg y la regulacion positiva de IFNy[72].

Los mecanismos de regulacion de linfocitos Treg en calostro humano adn no han

sido descritos. Sin embargo, para comprender la importancia de la funcion y




actividad de los linfocitos Treg en calostro, a continuacion se describen algunas de
sus caracteristicas y mecanismos de inmunorregulacion generales, por los cuales

pudieran estar ejerciendo su accion en calostro humano.

Los linfocitos Treg se generan de dos maneras; la primera, durante la maduracion
en el timo a partir de células T autorreactivas, a estos linfocitos se les denomina
Treg naturales. La segunda forma es inducirse en el sitio de una respuesta
inmunitaria, a los que se denominan linfocitos Treg inducidos. Ambos tipos son
identificados por la presencia de los marcadores CD4 y CD25 sobre su superficie,
asi como por la expresion del factor de transcripcion interno FoxP3 [73][69]. Dentro
de sus funciones, los linfocitos Treg son cruciales para mitigar respuestas
autorreactivas que no se han evitado por medio de otros mecanismos. Por ejemplo,
se ha descrito que en modelos de ratones con disminucion o ausencia de linfocitos
Treg se presentan reacciones inflamatorias autorreactivas. Ademas, los linfocitos
Treg desempeiian un papel importante en la limitacion de la respuesta de linfocitos
T efectores, tales como linfocitos T, B y NK activados ante la presencia de un
agente patdégeno[74][75]. Los distintos mecanismos por los cuales los linfocitos
Treg median la respuesta inmune, se pueden llevar a cabo via contacto
dependiente y contacto independiente [76]. En la figura 3 se muestra un esquema
en el que se representan los mecanismos de regulacion de los linfocitos Treg, en
esta se observa su interaccion con linfocitos T efectores y células presentadoras de
antigeno (APC). Estas interacciones pueden ser mediante liberacién de moléculas,
representado al mecanismo contacto independiente, y por la interaccién entre
moléculas de superficie, representando al mecanismo contacto dependiente[77]. El
mecanismo contacto independiente de los linfocitos Treg consiste en la regulacion
mediante la liberacion de moléculas que ejercen su efecto en distintas células
blanco, por ejemplo la inhibicién de la produccion de citocinas proinflamatorias por
parte de los linfocitos T activados a través de la secrecion de citocinas
inmunosupresoras como IL-10, TGF-bl e IL-35[78], que también impide la
presentacion de antigenos y modula la supervivencia celular de linfocitos T

efectores[79].




Figura 3. Mecanismos de inmunorregulacién de linfocitos Treg. Los linfocitos Treg suprimen la
activacién de las células T efectoras mediante la modulacién directa de la maduracién y las
funciones de las APC; la mediacidon de la muerte de las células blanco, incluidas las células T
efectoras, la expresién de moléculas inhibitorias tales como CTLA-4, PD-1, y citocinas como
TGF-B e IL-10, asi como por medio de la secrecién de granzimas Ay B. Yang, S.H. Clin Sci, 2018.




Estas citocinas juegan un papel importante en la actividad de los linfocitos Treg
debido a sus caracteristicas inmunoreguladoras. Por ejemplo, TGF- es un potente
inhibidor de la proliferacion de células epiteliales, endoteliales, linfoides y mieloides;
regula las funciones celulares de mudltiples facetas, incluida la proliferacion,
diferenciacion, migraciéon y supervivencia[80]. Se considera un inhibidor del
crecimiento, ya que hay evidencias que sugieren que TGF-B puede bloquear el
ciclo celular en la transicion de la fase G1 a la fase S, mediante la induccion de un
conjunto de genes conocidos como inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas
(Kip)[80] [81]. Por su parte, la interleucina 10 (IL-10) es importante en la limitacion
de la respuesta inmune montada por parte del hospedero en presencia de
patdgenos, previniendo asi el dafio al huésped por una respuesta inmune
aumentada y manteniendo la homeostasis normal del tejido. La actividad
inmunosupresora de IL-10 esta mediada por el receptor heterodimérico IL-10R1 e
IL-10R2, la unién de IL-10 con su receptor activa la via de sefalizaciéon JAK /
STAT, lo que lleva a cambios en el perfil de expresion de los genes
inmunomoduladores que, en efecto, sirven para inhibir la liberaciébn de mediadores
proinflamatorios, disminuyen la presentacion de antigeno y fagocitosis y al mismo
tiempo mejoran la inhibicion, tolerancia y funciones de eliminacién de estas células
[82][83]. Otros mecanismos de regulacion de los linfocitos Treg via contacto
independiente son competencia por moléculas necesarias para la supervivencia de
otras células, como la privaciéon de IL-2 mediante su receptor IL-2Ra (CD25),
citocina necesaria para la proliferacion y supervivencia de los linfocitos T efectores,
y también mediante la liberacion de perforinas y granzimas, proteinas que

ocasionan la destruccion de linfocitos T efectores[77] [84].

Por otra parte, el mecanismo contacto dependiente consiste en la inhibicién por
parte de los linfocitos Treg mediante contacto célula-célula. En este caso, como
ejemplos podemos mencionar la inhibicion mediante la interaccion de las moléculas
inmunorreguladoras de superficie celular CTLA-4 y PD-1 con sus respectivos
ligandos, B7 (CD80/86) y PDL-1 [85][77]. En estos mecanismos, las moléculas de
superficie celular son responsables de los efectos supresores de los linfocitos Treg,

algunas caracteristicas de estas moléculas se describen a continuacion.
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El antigeno 4 asociado al Linfocito T Citotéxico (CTLA-4 o CD152) es una proteina
homologa a CD28 que tiene afinidad de unién mucho mayor para B7 (CD80/86),
molécula presente en las células presentadoras de antigeno (APC). A diferencia de
CD28, la unién de CTLA-4 con B7 no produce una sefial de coestimulacion, de
modo que la cantidad relativa de unién de CD28-B7 frente a la union de CTLA-4-B7
determina si una célula T sufrira activacion o anergia[86]. CTLA-4 se considera una
pieza clave en el control inmunitario, una de sus funciones es detener las células T
potencialmente autorreactivas en la etapa inicial de la activacion de células T naive,
generalmente en los ganglios linfaticos. La importancia de la molécula CTLA-4 fue
puesta de manifiesto por el reporte de ratones deficientes de CTLA-4 en células
Treg, que desarrollaron una enfermedad autoinmune, y disminucion en la funcion

supresora de las células Treg[87].

Por otro lado, la molécula de muerte programada 1 (PD-1 o CD279), es una
molécula de superficie que de igual forma regula la activacion de los linfocitos T a
través de la unién a sus ligandos: el ligando de muerte programada 1 (PD-L1) y el
ligando de muerte programada 2 (PD-L2)[88, 89]. Similar a la sefializacion de
CTLA-4, la unién de PD-1 con sus ligandos PD-L1 o PD-L2 transduce una sefial
que inhibe la proliferacion y supervivencia de células T, y disminuye la funcién
citolitica y la produccion de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-2. La via PD-1 regula
a las células T efectoras previamente activadas en las Ultimas etapas de una

respuesta inmunitaria, principalmente en tejidos periféricos[90][91].
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Factores que alteran la composicion del calostro

Algunos de los diversos factores que alteran la composicion del calostro humano
son la etapa de lactancia, la paridad, la edad gestacional, la dieta materna, la
duracion del embarazo, la hora del dia de la alimentacion, el sexo del neonato, asi
como el estado de salud tanto de la madre como del recién nacido[92][93].
Algunas de estas variaciones son fisiol6gicas y se adaptan a las necesidades del
neonato, como el cambio de concentracion a lo largo del periodo de lactancia. Sin
embargo, otros factores se deben a condiciones anormales o patoldgicas de la
madre, como la presencia de diabetes, dieta desequilibrada, desnutricion y
obesidad, entre otros, que pueden afectar el valor nutricional de la leche y causar
malnutricién infantil, considerandose ambos polos de la misma, tanto desnutricién
como sobrenutricion [93, 94]. Segun la OMS, se considera malnutricién al
desequilibrio entre el suministro de nutrientes y energia, y la demanda del cuerpo
de ellos para garantizar el crecimiento, el mantenimiento y las funciones

especificas[95].

Desafortunadamente el problema de malnutricion aumenta aceleradamente en la
poblacion mundial. Son varios los factores causales involucrados en el problema,
desde condiciones sociales, econdémicas y culturales que llevan a una mala
alimentacion que se hereda a las generaciones jovenes credndose un circulo
vicioso dificil de romper, en el que incrementa la morbilidad, enfermedades
metabdlicas, cardiovasculares y la mortalidad, asi como disminuye la nutricion
adecuada, rendimiento cognitivo y calidad de vida[96, 97]. En el esquema de la
figura 4 se presenta la interaccién de estos diversos factores que conllevan a la
malnutricidn y sus consecuencias tanto en salud como socioeconémicas[97-99].
Podemos observar que existen causas como el contexto sociocultural, econémico y
politico, que a su vez se asocia con el acceso deficiente para la madre y el neonato
a viviendas, hospitales, espacios e ingresos necesarios para llevar a cabo un
desarrollo saludable. Esto se relaciona con alimentacién baja en calidad nutritiva
para la madre y el recién nacido, servicios de salud inadecuados o inexistentes,

falta de orientacion sobre lactancia y nutricion, que a su vez favorece la presencia
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de enfermedades en la madre y el infante, que por la falta de recursos no se
resuelve adecuadamente, y trae consigo malnutricion y enfermedad, que a largo
plazo tiene como consecuencia el incremento de la morbilidad y mortalidad
materna e infantil, discapacidad, baja habilidad cognitiva, educacién reproductiva
inadecuada o inexistente, desnutricién, enfermedades metabdlicas, sobrepeso y
obesidad [100] [101]. Todos esto factores se heredan de generacion en generacion
e impiden la mejora y desarrollo en términos de salud y socioecondmicos de las

poblaciones que lo padecen [102, 103].

Causas Consecuencias

Contexto social,
econdémicoy politico.

A corto plazo:
Comida de baja calidad, * Morbilidad

inseguridad alimentaria « Mortalidad
en el hogar. / * Discapacidad
Acceso deficientea \
viviendas, educaciény Malnutricion
servicios de salud. materno-infantil

A largo plazo:

Ambiente poco ) o
* Trastornosalimenticios

<
saludable e inseguro.

* Baja habilidad cognitiva

* Enfermedades metabdlicas
y cardiovasculares
* Problemas de salud publica

Empleos e ingresos
escasos.

Enfermedades.

Figura 4. Esquema de causas y consecuencias de malnutricion materno-infantil. Se
muestran los factores que favorecen la aparicion de malnutricién materno-infantil, asi
COmo sus consecuencias.
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Obesidad y lactancia

La obesidad se define como un desequilibrio en el que hay una acumulacion
anormal o excesiva de tejido adiposo que puede ser perjudicial para la salud. Este
padecimiento se considera una enfermedad cronica de origen multifactorial que
estd asociada a complicaciones potencialmente graves, por lo que demanda un
enfoque multidisciplinar por su gran repercusion clinica y elevado costo sanitario
[104]. Actualmente la obesidad se comporta como una epidemia mundial
notoriamente dificil de resolver, por lo que la prevencion del padecimiento es
fundamental[99]. Particularmente, la obesidad materna es un problema importante
de salud publica que se asocia con repercusiones tanto para la madre como para el
feto en desarrollo y posteriormente, el lactante[105]. Durante el embarazo y
lactancia, este estado metabdlico puede afectar la salud materna, el crecimiento
neonatal y programar un conjunto de respuestas fisiologicas en el feto que
predispone a la descendencia a padecer obesidad y enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares en la vida futura[106] [107] .

Para el diagndéstico de obesidad materna se toma como referencia el IMC de la
madre al inicio del embarazo. El IMC es un indicador que se calcula dividiendo el
peso de una persona en kilos sobre el cuadrado de su talla en metros (kg/m?),
considerandose como peso normal a valores de IMC entre 20 y 25, sobrepeso a
valores de IMC igual o superior a 25 y obesidad con valores de IMC igual o superior
a 30. Segun la OMS, desde 1975, la obesidad se ha casi triplicado en todo el
mundo[108], dato que muestra que se ha convertido en un problema importante de
salud publica que afecta a personas de todas edades y condiciones

socioecon6micas[109].

La obesidad materna es resultado de la conjuncidon de factores biologicos,
genéticos y ambientales. En general, los factores determinantes mas estudiados de
la obesidad estan relacionados con el estilo de vida, especialmente con la
alimentacion y actividad fisica[110]. La obesidad materna no es so6lo el desequilibrio
entre las necesidades energéticas y la alimentacion, sino también una alteracion

nutricional que puede coexistir con deficiencias de micronutrientes y otras
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enfermedades en la madre y su descendencia; malos habitos alimentarios, junto
con el sedentarismo y la baja actividad fisica, dan lugar a un aumento drastico de la
obesidad materna e infantil[111]. Estudios sugieren que las complicaciones
asociadas a la obesidad pueden incluso presentarse desde periodos previos al
nacimiento[112]. La prevalencia de obesidad en mujeres en edad reproductiva se
ha incrementado a nivel mundial y afecta la salud de por lo menos dos
generaciones; no solo dafia la salud de la mujer al incrementar el riesgo de
diabetes gestacional y a largo plazo diabetes tipo Il, sino también coloca a su
descendencia en riesgo incrementado de obesidad infantil[112]. Postparto, la
obesidad de la madre influye en el desarrollo del neonato, pues se ha reportado
gue la leche materna de madres con obesidad presenta una mayor concentracion
de carbohidratos y lipidos, asi como un mayor contenido calérico, que favorece la
acumulacion de grasa en el lactante y desarrollo de sobrepeso y obesidad.
Ademas, las mujeres obesas son mas propensas a desarrollar trastornos del
embarazo como preeclampsia y diabetes gestacional[113][114], y los
descendientes de madres obesas a menudo experimentan trayectorias de
crecimiento alteradas y complicaciones metabdlicas en la vida posterior[115]. En
general, se considera que la asociacion de la obesidad con el nivel
socioeconémico, y otros factores como el género, edad y etnicidad es compleja
[116][117].

La importante repercusion en la salud del aumento excesivo de peso se debe a que
el tejido adiposo es un tejido endocrino complejo y metabdlicamente muy activo.
Este ejerce sus funciones autocrinas, endocrinas y paracrinas sobre el resto de
organos a través de la secrecion de una gran variedad de adipocinas responsables
de la comunicacion intercelular, que inducen la activacion de receptores especificos
de membrana, funciones de proliferacién y diferenciacion celular, quimiotaxis,

crecimiento y modulacion de la secrecion de inmunoglobulinas[118].
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El tejido adiposo cumple funciones como el mantenimiento del balance energético,
la termorregulacion, el metabolismo de lipidos y glucosa, la modulacion de la
funcién hormonal y reproductiva, la regulacion de la presion arterial y coagulacion
sanguinea. Ademas, desempefia un papel fundamental sobre las cascadas
inflamatorias, procoagulantes, antifibrinoliticas y vasoactivas, lo que sugiere una
influencia directa sobre el proceso inflamatorio[118]. Entre los tipos celulares del
tejido adiposo se han descrito adipocitos, células madre, preadipocitos,
macréfagos, neutrofilos, linfocitos y células endoteliales. El equilibrio entre estos
diferentes tipos celulares, asi como su perfil de expresion, estan estrechamente
relacionados con el mantenimiento de la homeostasis energética y se ha descrito
que el incremento del tamafio de los adipocitos, del nimero y tipo de linfocitos y
macrofagos infiltrados estd estrechamente relacionado con las enfermedades del
sindrome metabdlico. Concretamente, en condiciones de obesidad se ha
demostrado que en aproximadamente un 70-80% de los individuos se produce un
remodelado del tejido adiposo (adipose tissue remodeling), tanto a nivel estructural
como funcional que provoca una reaccion inflamatoria[104]. En la figura 5 se
representan algunos de los cambios que sufre el tejido adiposo sano en
condiciones de obesidad, que incluyen hipertrofia en adipocitos, desregulacién de
factores de crecimiento como la disminucion de la secrecién de eritropoyetina,
incremento de adipocinas como la resistina, que favorece la posterior resistencia a
la insulina, disminucién de linfocitos Treg, incremento de citocinas proinflamatorias
como TNF-qa, IL-6 e IFN-y, cambio de macréfagos con fenotipo M2 a fenotipo M1,
entre otros, que en conjunto producen un ambiente proinflamatorio en el tejido
adiposo[119]. Cuando la resolucién de la inflamacibn aguda no se resuelve
correctamente se desencadena un estado inflamatorio crénico de bajo grado a nivel
local con repercusiones sistémicas[120]. De modo que, la obesidad materna es un
desbalance de estas sefiales que conlleva consecuencias importantes como:
enfermedades cardiovasculares, principalmente cardiopatias y accidentes
cerebrovasculares, diabetes, trastornos del aparato locomotor como osteoartritis, y
algunos tipos de cancer, como de endometrio, mama, ovarios, higado, vesicula

biliar, rinones y colon, entre otros[118][120].
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Tejido adiposo sano Tejido adiposo obeso
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Figura 5. Ambiente proinflamatorio en tejido adiposo en obesidad. A) El tejido adiposo sano
presenta un ambiente antiinflamatorio, en el que se encuentra presencia de linfocitos Treg,
macrofagos con fenotipo M2 y citocinas como IL-10, IL-4 e IL-13. B) El tejido adiposo obeso sufre
cambios como hipertrofia de adipocitos, disminucion de factores de crecimiento como la EPO,
incremento de adipocinas como resistina, cambio de fenotipo de macrdéfagos a M1 y presencia de
citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6, IFN-y e IL-1B, asi como la diminucién de linfocitos Treg.
Modificado de: Fahumiya Samad et al., 2013

Las caracteristicas funcionales y biolégicas que presenta un compartimento como
el calostro dependen del adecuado equilibrio biogquimico que se genera entre sus
componentes celulares y solubles, resultado de la interaccion entre ellos. Los
linfocitos Treg son parte de un ambiente biolégico en el que su funcion es regular la
activacion, funcién y maduracién de distintos tipos celulares y ademéas se ven
involucrados en la liberacion y efecto de sustancias como factores de crecimiento,
citocinas, adipocinas, hormonas, enzimas, quimiocinas, entre otras, que actlan en
conjunto con el fin de conservar un equilibrio homeostatico. Estos componentes
son parte de un escenario complejo en el que la modificacion de alguno de los
elementos en calostro por la influencia de un factor como la obesidad pudiera
causar un desbalance que puede traer consigo diferentes consecuencias que

pudieran resultar nocivas para el 6ptimo desarrollo neonatal.
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JUSTIFICACION

La obesidad es considerada una enfermedad cronica de origen multifactorial que
en la poblacién obstétrica afecta la salud materna y predispone a la descendencia a
padecer enfermedades en su vida temprana y futura. Ademés de la condicién
intrauterina, la alimentacién a través de la lactancia son un punto clave para que el
recién nacido se nutra, desarrolle y proteja a lo largo de su vida, siendo la obesidad
una condicion en la que los componentes de leche materna tienen diferentes
caracteristicas a las de mujeres con peso normal. La composicion de la leche
cambia conforme avanza el tiempo de la lactacion, sin embargo, el calostro es
particularmente rico en moléculas bioactivas (como citocinas proinflamatorias,
factores de crecimiento y adipocinas) y células inmunorreguladoras (incluyendo los
linfocitos Treg), quienes contribuyen a la maduracién y establecimiento del sistema
inmune del recién nacido. En tejido adiposo, tanto las moléculas bioactivas y las
células inmunorreguladoras estan relacionadas entre si, sin embargo, aun se
desconoce esta asociacion en el calostro humano, motivo por el cual, en este
trabajo busca establecer como la obesidad materna influye en la composicion de

estos componentes inmunes.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Hay relacion entre las frecuencias de linfocitos Treg, las concentraciones de
citocinas proinflamatorias, adipocinas y factores de crecimiento en calostro humano

de mujeres con obesidad?

HIPOTESIS

El calostro de mujeres con obesidad tendra una frecuencia menor de linfocitos Treg

y mayor concentracion de mediadores proinflamatorios.

OBJETIVOS

Objetivo General

Cuantificar linfocitos Treg, citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento y
adipocinas en calostro humano de mujeres puérperas con diferentes IMC, y
establecer la relacién que hay entre los parametros cuantificados y el IMC de la

madre.

Objetivos particulares

1. Cuantificar las citocinas: IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9, IL-10, IFN-y, TNF-a, IL-
17A, IL-17F, IL-4, IL-21, IL-22 pertenecientes a los perfiles Thl, Th2 y Th17
en muestras de calostro mediante inmunoensayos.

2. Cuantificar los factores de crecimiento: angiopoietin-2, EGF, EPO, G-CSF,
FGF-basic, GM-CSF, HGF, M-CSF, PDGF-AA, PDGF-BB, SCF, TGF-aq,
VEGF, en muestras de calostro mediante inmunoensayos.

3. Cuantificar las adipocinas: adiponectina, adipsina, leptina y resistina en
muestras de calostro mediante inmunoensayos.

4. Cuantificar Linfocitos Treg en muestras de calostro mediante inmunomarcaje

y analisis multiparamétrico con citometria de flujo.




MATERIALES Y METODOS

El protocolo del estudio realizado fue evaluado y aprobado por el comité de
investigacion, ética y bioseguridad del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer),
por el cual fue financiado y cuyo registro es: 3120-20706-01-16.

Disefo de estudio

En el proyecto se realizé un estudio analitico observacional transversal prospectivo.
Poblacion de estudio

Se analizaron muestras de calostro de mujeres puérperas pacientes del INPer. Las
pacientes se estratificaron en tres grupos segun su IMC: mujeres con peso normal
(N: 18>IMC<25), sobrepeso (SP: 25>IMC<30) y obesidad (Ob: IMC>30). Las
mujeres participantes firmaron un consentimiento informado para ser parte del
protocolo, el cual se encuentra en el Anexo 1.

Para evitar la presencia de factores confusores en los resultados obtenidos, se

aplicaron los siguientes criterios de exclusion:

A. Mujeres con hijos que presentaron alteraciones genéticas o cromosémicas

B. Mujeres con comorbilidades como enfermedades autoinmunes, diabetes y/o

hipertension.
C. Mujeres con contraindicacion para la lactancia humana.

D. Mujeres con antecedentes de tabaquismo, drogadiccion o cualquier

farmacodependencia.
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Obtencion de muestras

Las muestras de calostro humano obtenidas se colectaron entre el segundo y
tercer dia de puerperio mediante la técnica de Marmet, mostrada en la figura 6 y

gue consiste en realizar los siguientes pasos:

1. Realizar movimientos circulares de los dedos en un mismo punto, Ssin
deslizarlos sobre la piel, oprimiendo el pecho hacia las costillas.
Frotar, sin presionar, desde la parte superior hacia el pezon.
Sacudir los pechos inclindndose hacia delante.

4. Colocar pulgar y dedos indice y medio en forma de “C”, unos 3-4cm por
detras del pezon.
Empujar los dedos hacia las costillas, sin separarlos.

6. Presionar y adelantar el pulgar y los dedos hacia el pezon, sin deslizar

7. Rotar la posicion de los dedos para vaciar todas las partes del pecho. Utilizar

ambas manos en cada pecho

Figura 6. Obtencion de calostro humano mediante la técnica de Marmet.
Modificado de: Hospital Clinico San Carlos. www.Madrid.org/hospitalclinicosancarlos.
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Tratamiento preanalitico de muestras

Las muestras de calostro se diluyeron 1:4 con solucién isotonica amortiguadora
(BD, FACSFlow™ Cat. No. 342003) y se centrifugaron a 600xg durante 15 minutos.
Se retird la grasa de la muestra con una gasa y se separaron el componente
soluble y el componente celular. Al componente celular se le realizé un lavado con
500 uL de FACS Flow™. Se determiné la densidad celular y viabilidad mediante
una tincién con azul de tripano (1:10), y se contd con el equipo semiautoméatico
Countess® (Invitrogen). Una vez obtenido el conteo, se utilizd el volumen
equivalente a 1x10°8 células vivas para cada ensayo. El componente soluble se
almacen6é a -20°C, para la posterior cuantificacion de citocinas, factores de

crecimiento y adipocinas.

Inmunomarcaje celular de superficie

Una vez obtenido el volumen equivalente a 1x10° células vivas, se incubaron con
volumenes titulados de anticuerpos monoclonales acoplados a distintos
fluorocromos, mostraos en la tabla 1. La incubacion se realiz6 por 30 min en
obscuridad a 4°C. Posteriormente se adicion6 una solucién de Paraformaldehido
(9.99%) y dietilenglicol (30%) comercial (250uL 1X, BD FACS™ Lysing Solution
Cat. No. 349202), se incubd por 10 min en obscuridad a temperatura ambiente para
fijar las células de interés. Posteriormente se realiz6 un lavado para eliminar el
anticuerpo excedente con FACSFlow™ y se analizaron por citometria de flujo.

Tabla 1. Tincién Superficie para identificacién y caracterizacion de linfocitos Treg.

Anticuerpo  Fluorocromo Clona Catalogo Lote Marca Volum
Titulado
(L)
CD45R0O FITC SE 555492 41590 BD Biosciences 2.5
CD279 PE EH12.2 3299906 B201138 BiolLegend 2.5
CD3 PerCP SE 347344 2103919 BD Biosciences 5.0
CD25 PE-Cy7 M-A251 557741 7180556 BD Biosciences 0.3
CD152 APC L3D10 349908 B185662 BiolLegend 2.5
CD4 APC-EF780 OKT4 47-0048-42 E16572-105 eBioscience 0.5
CD45RA PE-CF594 SE SE 797594 A BD Biosciences 0.3
CD45 eF450 HI30 304029 B180440 eBioscience 0.3
FVD eFluor 506 SE E15162-127 65-0866-14 eBioscience 0.5

SE: Sin especificar.

23

——
| —



Inmunomarcaje intracelular

Para este procedimiento se utilizaron los anticuerpos de superficie mostrados en la
tabla 2, los cuales se adicionaron en la muestra y se incubaron por 15 minutos en
obscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se adicioné una soluciéon
permeabilizadora (BD Cytofix/CytopermTM, Cat 421005), con la que se incubd por
20 minutos a 4°C en obscuridad. En seguida las muestras se lavaron con solucién
amortiguadora (500uL, 1:10; BD, Perm Wash BufferTM Cat. No. 421002), y
posteriormente se adicionaron los anticuerpos intracelulares o-IL-10 y a-TGF-3
(Tabla 2) y se incubaron 30 minutos a 4°C. Se realizé un lavado para eliminar el

anticuerpo excedente con FACSFlow™ y se analizaron por citometria de flujo.

Tabla 2. Anticuerpos para tincion de superficie e intracelular.

Anticuerpo  Fluorocromo Clona Catalogo Lote Marca Volumen

superficie Titulado
(ML)

CD45 Pacific Orange SE SE 1290788A Invitrogen 1.0

CD3 PerCP SE 347344 2103919 BD Biosciences 5.0

CD4 APC-EF780 OKT4 47-0048-42 E16572-105 eBioscience 0.5

CD25 PE-Cy7 M-A251 557741 7180556 BD Biosciences  1.25

CD45RA PE-CF594 SE SE 797594 A BD Biosciences 2.0

CD45R0O FITC SE 555492 41590 BD Biosciences 2.5

CD127 APC eBioRDR5 14-1278-42 427253 eBioscience 0.5

Anticuerpos para tincion intracelular

IL-10 BVvV21 JES3-9D7 564053 6354639 BD Biosciences 1.5
TGF-B PE SE 130-099-947 5141127093 Miltenyi Biotec 2.5

SE: Sin especificar.

Algoritmo de anélisis

Para la identificacion de linfocitos Treg se utilizo el siguiente algoritmo de andlisis:
primero se seleccionaron eventos sencillos y se excluyeron eventos agregados en
un diagrama de puntos FSC-A vs FSC-H, a partir de los eventos sencillos, con el
marcador leucocitario CD45 y el parametro complejidad (SCC) se seleccioné la

poblacion correspondiente a linfocitos totales, y con el marcador de viabilidad
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(FVD) se seleccionaron las células vivas. Posteriormente, con la coexpresion de los
marcadores CD3 y CD4 se identifico la poblacion de linfocitos T cooperadores o
Thelper T CD4+ (Th), por ultimo, se selecciond la poblacién con baja expresion de
CD4 y alta expresion de CD25 correspondiente a los linfocitos Treg, en la figura 7

se muestra un esquema representativo del algoritmo antes mencionado.
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Figura 7. Algoritmo de andlisis para la identificacion de linfocitos Treg en calostro. a) Se
seleccionaron eventos sencillos y se excluyeron eventos agregados en un diagrama de puntos
FSC-A vs FSC-H. b) Con el marcador leucocitario CD45 y el parametro complejidad (SCC) se
seleccioné la poblacién correspondiente a linfocitos totales. ¢) Con el marcador de viabilidad
(FVD) se seleccionaron las células vivas. d) Con la coexpresién de los marcadores CD3 y CD4 se
identificd la poblaciéon de linfocitos T cooperadores o Thelper (Th). e) Por ultimo con la baja
expresion de CD4 y alta expresidn de CD25 se identificaron los linfocitos Treg.
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Determinacion de componentes solubles mediante inmunoensayos

Para la determinacion de las concentraciones de los componentes bioactivos

solubles en

las muestras de calostro humano se utilizaron kits comerciales

LEGENDPIex™, que constan de perlas de distintos tamafios con anticuerpos

acoplados a su superficie, que reconocen a cada uno de los analitos de interés en

las muestras; que a su vez se detectan con anticuerpos biotinilados y por ultimo se

revelan con la adicion de estreptavidina acoplada a ficoeritrina (PE), que se une a

la biotina y por medio de PE se obtiene una sefial por medio de citometria de flujo.

Para obtener la concentracion, junto con las muestras se proces6 una curva patron

para cada analito.

A continuacion, se describen las caracteristicas de cada uno de los kits utilizados:

Tabla 3. Caracteristicas del Kit para determinar concentraciones de citocinas, adipocinas y factores
de crecimiento.

Analito | Citocinas Factores de Crecimiento Adipocinas
Nombre | LEGENDplexTM Multi- | LEGENDplexTM Multi- | LEGENDplexTM Multi-
comercial | Analyte Flow Assay kit Analyte Flow Assay kit Analyte Flow Assay kit
Human Th Cytokine Panel | Human Growth Factor Panel | Human Metabolic Panel 1
Cat. No. | 740001 740180 740212
Marca | BioLegend BioLegend BioLegend
Analitos | IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9, | Angiopoietin-2, EGF, EPO, | Adiponectina, Adipsina,

IL-10,
17A,
IL-22.

IFN-y, TNF-a, IL-
IL-17F, IL-4, IL-21,

FGF-basic, G-CSF, GM-
CSF, HGF, M-CSF, PDGF-
AA, PDGF-BB, SCF, TGF-q,
VEGF

Leptina, Resistina
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Ademas, se utilizo el software LEGENDplexTM Data Analysis, proporcionado por la
casa comercial Biolegend, para realizar la interpolacion de los datos obtenidos en
la cuantificacion de los componentes solubles y obtener las concentraciones

correspondientes.

Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico se realizé con el software GraphPad Prism version 7.00.
Se utilizaron pruebas ANOVA de una via para la comparacion de los tres grupos
establecidos y pruebas de correlacion de Pearson para determinar asociaciones

entre los parametros evaluados.
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RESULTADOS

Caracteristicas demograficas de la poblacion

Se analizaron un total de 36 muestras de calostro humano. De las cuales, 36 se
utilizaron para determinar componentes solubles y 12 para componentes celulares,
debido a que las demas no cumplieron con el volumen minimo de muestra
necesario. El valor de n para cada ensayo se muestra en el material suplementario
A. La edad de las mujeres donadoras fue en promedio 26.72 + 8.41 (afos), el
namero de gestas oscila entre 2.05 £ 1.19, el tiempo de gestaciéon 37.45 + 1.49
(SDG) y el tiempo de puerperio es de 2.14 + 0.78 (Dias). Del total de nacimientos
18 fueron via cesarea y 18 via vaginal. En cuanto a los neonatos, 18 fueron sexo
masculino y 18 sexo femenino. Los recién nacidos se encontraron dentro de los
pardmetros de Apgar recomendados (8.5 + 1.6), 23 llegaron a término y 13 fueron
pretérmino y los promedios de peso y talla de los neonatos fueron 1.20 = 0.61 (Kg)

y 48.15 * 2.48 (cm) respectivamente.

En la comparacion de los parametros clinicos de las mujeres participantes entre los
grupos establecidos que se muestra en la Tabla 4, observamos que la edad de
mujeres con peso normal y sobrepeso es menor con respecto a la edad de mujeres
con obesidad, lo que sugiere que conforme incrementa la edad de las pacientes, se
suelen presentar mas casos de obesidad. Para los demas parametros clinicos
evaluados: numero de gestas, tiempo de gestacién y tiempo de puerperio, se
encontré que son similares en los tres grupos de estudio y por tanto no se ven

afectados por la condicién de la madre.
Tabla 4. Descripcion del universo de estudio.

Parametro N (n=9) SP (n=17) Ob (n=10) P
Edad 2422 +7.4 26 +7.50 33.22+7.30 B,C*
No. Gestas 1.70x1.1 25+1.30 1.7+£0.97 n.s.

Tiempo Gestacion 37.35+19 37.36+130 37.68+x1.60 n.s.

Tiempo de puerperio 2.85+0.8 2.53+£1.2 2.44+1.20 n.s.

N vs SP: A N vs Ob: B SPvs Ob: C  n.s.: no significativo *P<0.05
ANOVA de una via. Prueba Post hoc: Tukey.
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La concentracion de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias
es similar en calostro de mujeres con peso normal, sobrepeso y
obesidad.

Como parte del analisis del componente soluble de las muestras de calostro, se
comparo la concentracion de las citocinas perteneciente a los perfiles Thl, Th2 y
Th17, se observo que son similares en las tres condiciones, cuyos resultados se

observan en la Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de las concentraciones de citocinas evaluadas en los tres grupos de estudio.

Parametro
N SP Ob P

(Pg/mL)
IL-5 45+4.4 6.4+5.1 10.6x+ 16.4 n.s.
IL-13 11.3+13.7 129+12.8 15.8+£20.5 n.s.
IL-2 5.1+99 22.4+48.8 1.5+ 0.2 n.s.
IL-9 156.4+178.2 86.8 + 233.9 35.4+64.2 n.s.
IFN-a 9.87 +16.3 18.1+41.0 47.3+103.1 n.s.
IL-17a 156.2 + 291.7 158.80+ 270.6 11.9+23.9 n.s.
IL-4 6.8+ 10.1 21.5+65.0 0.07x0 n.s.
IL-21 99.5+ 185.8 70.6 £ 53.3 38.3+ 14.2 n.s.
IL-22 74.4+ 85.6 144.6% 216.9 52.7+24.1 n.s.
IL-10 5.1+5.8 12.7+18.7 4.4+6.1 n.s.
IL-17F 46.2+56.8 16.9+19.8 13.2+11.1 n.s.
TNF-a 9.9+16.4 18.1+41.0 47.3£103.0 n.s.
IL-6 214.4+208.3 193.6+211.1 306.1+297.1 n.s.
N vs SP: A N vs Ob: B SPvs Ob: C n.s.: no significativo *P<0.05

Prueba ANOVA de una via.

Posteriormente, se realizaron las pruebas de correlacion entre la concentracién de
las citocinas evaluadas y el IMC, resultados que se muestran en la tabla 6, en los

gue no se encontr6 alguna asociacion.
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Tabla 6. Pruebas de correlacion entre la concentracion de
citocinas proinflamatorias y el IMC.

IMC IMC

Pardmetro P r Parametro P r
IL-5 n.s. 0.330 IL-17F n.s. -0.229
IL-13 n.s. 0.213 IL-4 n.s. -0.027

IL-2 n.s. -0.030 IL-21 n.s. -0.209
IL-9 n.s. -0.084 IL-22 n.s. -0.028
IFN-g n.s. -0.380 IL-10 n.s. -0.014
IL-17A n.s. -0.258 TNF-a n.s. 0.061
IL-6 n.s. 0.077

Nn.s.: no significativo. Prueba de correlacion de Pearson.

Por ultimo, se realizaron las pruebas de correlacion entre las concentraciones de
citocinas evaluadas y la densidad de linfocitos Treg, para descartar que se
encuentren asociadas a los mecanismos de regulacién de los linfocitos Treg. En la
tabla 7 se muestran los resultados obtenidos, en dénde se encontré que la citocina

IL-13 se asocia positivamente a la densidad celular de Treg.

Tabla 7. Pruebas de correlacion entre la concentracion de citocinas proinflamatorias y
la densidad celular de Treg.

Paradmetro  Linfocitos Treg Parametro Linfocitos Treg
P r P r
IL-5 n.s. -0.304 IL-17F n.s. 0.628
IL-13 * 0.706 IL-4 n.s. 0.033
IL-2 n.s. -0.135 IL-21 n.s. -0.292
IL-9 n.s. -0.051 IL-22 n.s. -0.055
IFN-g ns.  0.113 IL-10 ns.  -0.257
IL-17a n.s. -0.053 TNF a n.s. -0.398
IL-6 n.s. 0.286

n.s.: no significativo  * P<0.05. Prueba de correlacion de Pearson.
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La concentraciéon de los factores de crecimiento EGF, EPO

y FGF-basic se asocian negativamente con el IMC materno

Se realizd la comparacion de la concentracion de los factores de crecimiento
evaluados en cada uno de los grupos evaluados. En los resultados obtenidos, que
se muestran en la tabla 8 encontramos que las concentraciones de los factores de
crecimiento EGF, EPO y FGF-basic son menores en el grupo de mujeres con

obesidad con respecto al grupo de mujeres con peso normal.

Tabla 8. Comparacion de concentraciones de factores de crecimiento en los tres grupos
de estudio evaluados.

Parametro (pg/mL) N SP Ob P
Angiopoietin-2 (x103) 13.8+26.6 8.3+ 19.6 31.9£30.8 n.s
EGF (x10%) 2.5+2.0 1.9+2.4 0.5+ 0.9 B*
EPO (x10?) 3.5+1.6 2.4+1.8 1.5+1.5 B*
FGF-basic (x10%) 5.8+2.5 3.4+£3.0 2.0+ 2.1 B*
G-CSF (x10%) 1.1+0.9 10+2.12 0.35+27 n.s
GM-CSF 31.9+42.0 20.5+18.4 11.444.9 n.s
HGF (x10?) 9.1+10 11.3+10.3 25.7+27.5 n.s
M-CSF (x10%) 1.4+1.7 0.7+0.0.9 1.5+2.4 n.s
PDGF-AA (x10%) 2.4+2.8 1.1+0.8 1.3+1.0 n.s
PDGF-BB (x10?) 2.5+1.4 3.5+1.8 2.3+2.3 n.s
SCF (x10?) 2.1+1.9 1.0+1.1 0.5+0.7 n.s
TGF-a (x10%) 11.2+6.8 5.943.2 11.4+7.0 n.s
VEGF (x103) 1.1+0.6 0.5+0.3 1.1+0.7 n.s

Nvs SP: A Nvs Ob: B SP vs Ob: C

n.s: no significativo *P<0.05

Prueba ANOVA de una via.

Posteriormente, se realizaron las pruebas de correlacion entre la concentracion de
factores de crecimiento y el IMC, y se encontrd una asociacion negativa entre el
IMC y las concentraciones de EGF, EPO y FGF-basic, los resultados se muestran

en la tabla 9.
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Tabla 9. Pruebas de correlacion entre la concentracion de factores de crecimiento y el IMC.

IMC IMC
Pardmetro Pardmetro
P r P r
Angiopoietin-2 n.s. 0.156 M-CSF n.s. 0.131
EGF * -0.371 PDGF-AA n.s. -0.245
EPO * -0.397 PDGF-BB n.s 0.027
FGF-basic * -0.391 SCF n.s. -0.110
G-CSF n.s. -0.087 TGF-a n.s 0.141
GM-CSF n.s. -0.288 VEGF n.s. 0.266
HGF n.s 0.192
n.s: no significativo *P < 0.05 Prueba de correlacidn de Pearson.

Por ultimo, se realiz6 la prueba de correlacion entre los factores de crecimiento
evaluados y la densidad celular de Treg, y se encontré que el factor GM-CSF se

asocia positivamente a la densidad celular de Treg. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Pruebas de correlacidn entre la concentracidn de factores de crecimiento y la
densidad celular de Treg.

] Linfocitos Treg ] Linfocitos Treg
Parametro Parametro
P r P r
Angiopoietin-2 n.s. -0.256 M-CSF n.s. 0.601
EGF n.s. 0.531 PDGF-AA n.s. 0.363
EPO n.s 0.484 PDGF-BB n.s 0.442
FGF-basic n.s. 0.437 SCF n.s. -0.051
G-CSF n.s. -0.195 TGF-a n.s 0.392
GM-CSF * 0.691 VEGF n.s. 0.468
HGF n.s. 0.609
n.s: no significativo *P<0.05 Prueba de correlacion de Pearson.
( ]
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La concentracion de resistina en calostro se asocia positivamente
al IMC materno

Como parte del componente soluble también se evalu6 la concentracion de las
adipocinas adiponectina, adipsina, leptina y resistina. En los resultados
observamos que la concentracion de resistina es mayor en la condicidbn con
obesidad con respecto a los grupos de peso normal y sobrepeso, cuya gréfica se
observa en la figura 8. Para adiponectina, adipsina y leptina, se observo que sus

concentraciones son similares en los tres grupos de estudio, resultados mostrados
en la tabla 11.
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Figura 8. Concentracion de resistina en calostro de grupo con obesidad es mayor

que grupo peso normal y sobrepeso. Prueba ANOVA de una via. Prueba Post hoc
Tukey.

Tabla 11. Adiponectina, adipsina y leptina evaluadas en los tres grupos de estudio.

Adipocina N SP Ob P
Adiponectina (x104) 36+1.7 4.8+5.2 8.3%6.6 n.s.
Adipsina (x104) 48+1.8 9.6 +13.4 15.6+12.4 n.s.
Leptina (x103) 34+38 11.7+21.9 54+53 n.s.

N vs SP: A N vs Ob: B SP vs Ob: C n.s.: no significativo
Prueba ANOVA de una via.
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Se realizaron pruebas de correlacién correspondientes entre la expresion de las
adipocinas evaluadas y el IMC, cuyos resultados se observan en la tabla 12, en los
gue se observa que la concentracion adiponectina y resistina estan asociadas al

IMC de la madre.

Tabla 12. Pruebas de correlacion entre la concentracion de
adipocinas y el IMC.

Parametro (pg/mL) IMC
P r
Adiponectina * 0.437
Adipsina n.s. 0.300
Leptina n.s. 0.185
Resistina *x 0.601

n.s: no significativo *P < 0.05 **p<0.01
Prueba de correlacion de Pearson.

Se realizé también la prueba de correlacion entre la concentracion de las
adipocinas evaluadas y la densidad celular de linfocitos Treg, los resultados se
muestran en la tabla 13, en la que observamos que no hay asociacion entre la

concentracion de las adipocinas evaluadas y densidad de linfocitos Treg.

Tabla 13. Pruebas de correlacion entre la concentracion de
adipocinas y la densidad de Treg.

Linfocitos Treg

Parametro (pg/mL) )
Adiponectina n.s. -0.176
Adipsina n.s. 0.252
Leptina n.s. -0.249
Resistina n.s. 0.443
n=12

n.s: no significativo
Prueba de correlacion de Pearson.
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Los porcentajes de poblaciones linfocitarias son similares
en el calostro de mujeres de peso normal, sobrepeso y

obesidad

Se realizé la comparacion de los porcentajes celulares de linfocitos Totales, Th y

Treg presentes en las muestras de calostro humano y se encontr6 que son

similares en los tres grupos evaluados (Figura 9).
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Figura 9. Porcentajes de poblaciones linfocitarias similares en las tres condiciones evaluadas.
A) %Linfocitos Th dentro de linfocitos T totales. B) %Linfocitos Treg dentro de Linfocitos Th. Prueba
ANOVA de una via. N (n=5), SP (n=5), Ob (n=2).
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La expresion de las moléculas PD-1, CLA-4, TGF-b e IL-10
de linfocitos Treg es similar en el calostro de mujeres de
peso normal, sobrepeso y obesidad

Se evalué la expresion de moléculas de superficie asociadas a la actividad
inmunorreguladora, como PD-1 (CD279) y CTLA-4 (CD152), para conocer si la
actividad reguladora via contacto dependiente de los linfocitos Treg se encuentra
asociada a la condicion de la madre. Se encontré6 que la expresion de estas

moléculas es similar en los tres grupos. Los resultados se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Expresion de moléculas de superficie asociadas a inmunorregulaciéon en las tres
condiciones evaluadas. a) Expresiéon de CD279 o PD-1 (IMF). b) Expresién de CD152 o CTLA-4
(IMF). Prueba ANOVA de una via. N (n=5), SP (n=5), Ob (n=2).
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Se evalud también la expresion de moléculas de secrecion de los linfocitos Treg
relacionadas con la actividad inmunorreguladora via citocinas, como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), y la interleucina 10 (IL-10). Se encontro
que la expresion de estas moléculas es similar en los tres grupos evaluados, los

resultados se observan en la figura 11.
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Figura 11. Expresion de moléculas de secrecion asociadas a inmunorregulaciéon en
linfocitos Treg. a) Expresion de TGF-B (IMF). b) Expresidon de IL-10 (IMF). Prueba
ANOVA de una via. N (n=5), SP (n=5), Ob (n=2).
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El IMC materno se asocia negativamente a la densidad de
linfocitos Treg
Como parte del andlisis del componente celular de las muestras de calostro
humano obtenidas se realizaron conteos celulares y se identificaron las
poblaciones de Linfocitos Totales, linfocitos Th y linfocitos Treg. Se determiné la
densidad en cada una de las muestras y se compararon los tres grupos de estudio
establecidos: mujeres con peso normal (N), sobrepeso (SP) y obesidad (Ob). En
las graficas de los resultados obtenidos mostrados en la figura 12, a pesar de no
haber diferencias entre los grupos, observamos una tendencia a la disminucion de
la densidad de linfocitos Totales, Th y Treg en la condicion con mujeres con

obesidad con respecto a mujeres con peso normal.
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Figura 12. Tendencia a la disminucidon en la densidad celular de poblaciones linfocitarias en
condicidon de obesidad. Con barras blancas: peso normal (N), en rosa: sobrepeso (SP) y en vino:
obesidad (Ob). Prueba ANOVA de una via. N (n=5), SP (n=5), Ob (n=2).
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Posteriormente se realizaron pruebas de correlacion entre la densidad de linfocitos
Totales, Th'y Treg y el IMC materno. Como resultado se encontré una asociacion

negativa entre el IMC y la densidad de linfocitos Treg (Figura 13).
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Figura 13. Asociacion negativa entre la densidad de linfocitos Treg y el
IMC materno. Correlacion de Pearson. (n=12)
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DISCUSION

Como se ha mencionado, el calostro contiene componentes nutricionales, celulares
y moléculas bioactivas, cuya funcidon es contribuir al desarrollo del neonato. La
cantidad en la que la madre provee de estos compuestos por medio del calostro es
la ideal y necesaria para el recién nacido, de modo que, si hay alteraciones en las
concentraciones de estos componentes por condiciones particulares de la madre,
podrian tener un impacto en el neonato que finalmente es quién recibe el calostro.
Nuestro objetivo en este proyecto fue averiguar si existe asociacion entre el IMC y
la condicién de sobrepeso y obesidad de la madre en la densidad de linfocitos
Treg, concentraciones de citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento y

adipocinas en el calostro humano.

En este trabajo, reportamos que las mujeres con obesidad tienen mayor edad con
respecto a las mujeres con sobrepeso y peso normal, lo que indica que en la
poblacidon existe una tendencia a padecer obesidad conforme avanza la edad de
las mujeres, ademas de esto, se ha descrito que la prevalencia de obesidad en las
mujeres es mayor que en los hombres, debido a factores hormonales, ambientales
y sociales[121]. Tomando en cuenta ambos aspectos, resulta importante que la
medicina preventiva se enfoque en el grupo de poblacion que se encuentra en
mayor riesgo, no Unicamente por los problemas asociados al embarazo, sino
también por todas las complicaciones que la obesidad provoca. Por ejemplo, en las
mujeres que padecen obesidad, estd incrementado el riesgo de carcinoma de
endometrio, mama, ovario, cérvix, vesicula y vias biliares[122], diabetes mellitus
tipo Il e hipertension, ademas de consecuencias psicoldgicas, sociales y
econOmicas[123]. Para corroborar que esta diferencia en edad entre los grupos
evaluados no interfiere en los demas resultados obtenidos, realizamos las pruebas
de correlacion entre la edad y cada uno de los parametros evaluados en este
proyecto, cuyos resultados se muestran en el material suplementario B, en los que
se observa que no hay ninguna asociacion, lo que indica que la edad no interfiere

en nuestros demas resultados.
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Con respecto al componente soluble, las concentraciones de las citocinas de los
perfiles Thl, Th2 y Thl7 que se evaluaron, resultaron ser similares en los tres
grupos de estudio. Esto significa que no hay alguna diferencia en la composicion de
citocinas y que el sobrepeso y obesidad no influyen en la concentracion de éstas
en calostro, ademas de que la densidad celular de Treg tampoco se asociada a

citocinas.

Sin embargo, encontramos una asociacion positiva entre la densidad de linfocitos
Treg y la citocina IL-13. Por su parte, la IL-13 es una citocina producida por
linfocitos Th2, es analoga a IL-4 y entre sus funciones se encuentra la
inmunorregulacion de macrofagos e inhibir linfocitos Thl y la producciéon de
citocinas proinflamatorias, asi que por sus actividades de regulacién atribuimos su

asociacion a la densidad de linfocitos Treg[124].

Encontramos también que los factores de crecimiento EGF, FGF-basic y EPO
estan disminuidos en la condicion con obesidad y se correlacionan de manera
negativa con el IMC. El factor de crecimiento epidérmico o EGF, es una proteina
que tiene capacidades mitogénicas sobre células epiteliales, hepatocitos,
fibroblastos, entre otras, y ha demostrado inducir el crecimiento celular, la
diferenciacion y la proliferacion, ademés de que tiene un papel importante en el
desarrollo del tracto gastrointestinal del neonato[125].

La eritropoyetina o EPO, una hormona glicoproteica derivada del rifidon,
indispensable para la eritropoyesis, funcién por la que recibe su nombre. Ademas
de ésta, tiene actividades biologicas que se extienden a otro tipo de tejidos no
eritroides. Por ejemplo, tiene efectos antiapoptoticos y antiinflamatorios, mejora la
resistencia a la insulina, el metabolismo de la glucosa y contribuye a la disminucion
de tejido adiposo blanco y regulacion del peso corporal[126]. En un estudio
realizado por Alnaeeli y colaboradores, utilizando ensayos in vivo e in vitro en
ratones, el tratamiento con EPO inhibio la inflamacion causada por exceso de tejido
adiposo blanco, normaliz6 la sensibilidad a la insulina y redujo la intolerancia a la

glucosa[127]. Algunos de los mecanismos que se han propuesto es la inhibicion de
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la infiltracidbn de macrofagos y por inhibicion de la inflamacién por inhibicion de vias
asociadas a NF-kB[128][129].

El factor de crecimiento fibroblastico basico o FGF-basic, es una proteina cuya
expresion disminuye durante la diferenciacion de los adipocitos, y del cual se ha
reportado que correlaciona negativamente con el IMC y, junto con EGF, participa
en la supresion de la actividad de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH), un
marcador de diferenciacion adiposa, y su disminucion implica el favorecer el

crecimiento de tejido adiposo[130].

Se encontr6 también que GM-CSF se asocia positivamente a la densidad celular de
Treg, lo cual esta relacionado con las caracteristicas de éste factor de crecimiento,
ya que entre sus funciones se encuentra modular la hematopoyesis, controlar la

supervivencia, proliferacion y diferenciacion de linfocitos Treg [131].

Debido a estos mecanismos relacionados con EGF, EPO, y FGF-basic, su
concentracion disminuida en calostro de madres con obesidad representa un
potencial factor de riesgo para el recién nacido, porque recibe una menor
concentracion de estos factores, lo que puede perjudicar su adecuado desarrollo y

crecimiento.

El siguiente hallazgo fue que la concentracion de resistina es mayor en la condicion
de obesidad con respecto a sobrepeso y peso normal y ademas se asocia
positivamente al IMC. El tejido adiposo secreta adipocinas que desempefian un
papel importante en el metabolismo, la inmunidad y la inflamacion[132]. La resistina
es una adipocina rica en cisteina, secretada principalmente por macréfagos en
humanos, los cuales son reclutados a tejido adiposo en obesidad, aumentando los
niveles de resistina tanto en tejido adiposo como en circulacion[133] [134], ademas,
su expresion estd inducida durante la conversion de preadipocitos a adipocitos
maduros, por lo que se le supone una funcién muy importante como regulador de la
adipogénesis, razon por la cual se encuentra aumentada en individuos obesos. El
incremento de esta adipocina en calostro de mujeres con obesidad resulta como
factor de riesgo para el neonato, porque dentro de sus funciones se han reportado

gue se encuentra relacionada con la patogénesis de la obesidad y resistencia a la

42

——
| —



insulina[135]. Esto significa que el aumento de esta adipocina no solo incrementa

en la madre debido a la obesidad, sino que también se transfiere al neonato.

La lactancia es una forma de inmunidad pasiva[136] que, ademas de proteger de
infecciones, ayuda a la tolerancia de antigenos ambientales y es esencial para la
homeostasis a corto y largo plazo de los neonatos. Dentro de las células que
cumplen estas funciones se encuentran los linfocitos Treg; una subpoblacion
especializada de linfocitos T que actian para suprimir la respuesta inmune,
manteniendo asi la homeostasis y la tolerancia propia[137]. La presencia de esta
poblacidén celular se reportd recientemente en calostro humano, descritos con
fenotipo CD127-CD25M"9"Foxp3* y con alta expresion de las moléculas CD152,
CD279 y TGF-B, que se asocian a la inmunorregulacién[70]. Se ha demostrado que
los Treg son capaces de inhibir la proliferacion de linfocitos T activados, ademas de
que juegan un papel importante en la produccién de citocinas, por lo que la
desregulacion en la frecuencia o microambiente de los linfocitos Treg, puede
conducir al desarrollo de diversas patologias, por ejemplo, enfermedades
autoinmunes[138]. Sakaguchi y colaboradores confirmaron que su actividad esta
regulada por numerosas interacciones coestimuladoras y el microambiente de las
citocinas y otras moléculas es de suma importancia, tanto en el timo como en los
tejidos, para mantener la autotolerancia y control de la respuesta inmune.
Particularmente nos interesa estudiar mas a fondo a la poblacion de linfocitos Treg
en calostro y su microambiente porque forman parte de los mecanismos que
contribuyen al control de la respuesta inmune en los primeros meses de vida,
dentro de sus funciones descritas se encuentra que los Treg participan en el
mantenimiento de la tolerancia periférica[139], prevencién de enfermedades
inflamatorias[140], reconocimiento inmunitario de los antigenos de la microbiota
intestinal, prevencion de enfermedades inflamatorias en intestinos[141][142],
prevencion de alergias y padecimientos de asma, etc. Los linfocitos Treg muestran
el potencial inmunosupresor mas potente entre las poblaciones celulares y su
presencia es capaz de influenciar importantemente el microambiente inmunolégico
y bioquimico que el neonato recibe por parte de su madre, motivo por el cual,

estudiar el microambiente en calostro resulta necesario[143][144].
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Respecto al componente celular evaluado en las muestras de calostro, evaluamos
la expresion de moléculas de superficie CTLA-4 y PD-1, y las moléculas
intracelulares TGF-B e IL-10. CTLA-4 0 CD279 y PD-1 0 CD152, son algunos de los
receptores de membrana asociados a Treg conocidos, y se ha descrito que tienen
una funcién en la actividad de Treg. Ambos son coestimuladores negativos en la
activacion de células T [145, 146]. Retomando algunas de sus funciones, PD-1 ha
demostrado ser coestimulador negativo de la activacion celular porque produce un
blogueo de la entrada de las células en el ciclo celular y la produccion de citoquinas
efectoras[147]. CTLA-4 también inhibe la activacién de las células T al reducir la
expresion del receptor de IL-2 y al detener las células en la fase G1 del ciclo
celular[148], ademas de antagonismo competitivo de la via de coestimulacion
mediada por CD28/B7[149]. La funcion principal de la IL-10 es mantener las
respuestas inmunes bajo control[150] y la IL-10 regula a la baja la expresion de
varias moléculas coestimuladoras, incluidas CD80 y CD86, y el MHC de clase
[I[151], que afecta la capacidad de las células presentadoras de antigenos (APC)
para activar las células T[150, 151]. TGF-[3, por su parte, presenta potentes efectos
antiproliferativos hacia linfocitos T CD4+, debido a su capacidad para inhibir la
produccion de IL-2 y propiciar la regulacion de inhibidores del ciclo celular[152].
Respecto a estas moléculas, encontramos que su expresion es similar en las tres
condiciones y no se asocia con el IMC, lo que sugiere que la actividad
inmunorreguladora de los linfocitos Treg es igual en los tres grupos.

Por ultimo, nuestros resultados muestran que existe una tendencia a la disminucion
en la densidad celular de linfocitos Totales, Th y Treg en el calostro de mujeres con
obesidad, y una asociacion negativa entre la densidad celular de Treg y el IMC.
Esto concuerda con la hipétesis planteada, en la que se espera una disminucién de
linfocitos Treg, similar a lo que se ha reportado en la literatura para tejido adiposo y
circulacion sanguinea[153], debido a la condicion de inflamacion cronica que
propicia el desajuste metabolico en la obesidad. Esto implica que el neonato no
recibe la cantidad adecuada de linfocitos Treg, lo que puede repercutir en su
correcta respuesta inmune, asi como en el desarrollo de mecanismos de tolerancia

adecuados.
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Los resultados obtenidos en este estudio revelan que puede haber consecuencias
nocivas para los recién nacidos alimentados con calostro de mujeres obesas,
puesto que, aunado a que la leche materna de mujeres obesas contiene una mayor
cantidad de carbohidratos, lipidos y calorias, recibe también un microambiente
adecuado para desarrollar obesidad. Estudios anteriores han demostrado la
presencia de hormonas y factores de crecimiento en la leche materna que pueden
influir en la adiposidad infantil. Ademas, padecer obesidad en la infancia aumenta
el riesgo de desarrollar obesidad y sus comorbilidades relacionadas en la edad
adulta[154]. Por todo esto, es importante reforzar la prevencion, tratamiento y
control clinico de la obesidad en mujeres en edad reproductiva, embarazadas y
lactantes, haciendo conciencia y enfatizando que los riesgos que puede sufrir el

neonato por este padecimiento materno pueden ser evitados.

Finalmente, es importante resaltar que la lactancia va intimamente ligada al
desarrollo, tanto a nivel individual como social, de forma tal que contar con mas
nifas y nifios que a futuro presenten mejores condiciones de salud, permitird
impulsar el crecimiento econdmico y social de los paises, lo que se contribuye a las

metas de los objetivos de desarrollo sustentable deseado a nivel mundial.
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CONCLUSION

La concentracion de componentes bioactivos en calostro humano se ve alterada
por la obesidad materna, la cual propicia un microambiente celular y bioquimico
descompensado, con una tendencia a la disminucion en la densidad de linfocitos
Treg y asociacion negativa con el IMC, ademés de una asociacién del IMC negativa
para los factores de crecimiento EPO, EGF y FGF-basic, y positiva para resistina,
cuyas funciones estan implicadas en mecanismos que favorecen el desarrollo de
obesidad, y pudieran tener efectos indeseables en el neonato que recibe el
calostro.
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ANEXO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TEXTO DECLARATIVO

Yo declaro libremente
que he sido informada de manera verbal y por escrito de los aspectos que se
mencionan a continuacion de la investigacion titulada ““Influencia de los
linfocitos T reguladores de calostro humano en la colonizacién de los
géneros bacterianos Bifidobacterium, Enterococcus, Staphylococcus vy
Streptococcus en el intestino de neonatos término y pre-término””

« Justificacion y objetivos de la investigacion

* Procedimientos que van a usarse y su proposito con un lenguaje entendible para
mi (representado), asi como las responsabilidades que adquiero al participar

* Molestias y riesgos esperados
* Beneficios que puedan obtenerse

* La disponibilidad de tratamiento médico a la que tendria derecho por parte de la
institucion de atencion a la salud

* El compromiso de proporcionarme informacion actualizada obtenida durante el
estudio, aunque esta pudiera afectar mi voluntad para continuar participando

* Que si existen gastos adicionales, derivados de este estudio de investigacion,
estos seran absueltos por el presupuesto de la misma

» La seguridad de que no se me identificara y se mantendra la confidencialidad de
la informacién relacionada con mi privacidad de acuerdo a la Ley Federal de
Proteccién de Datos Personales en Posesion de los Particulares. Capitulo | de los
Principios de Proteccién de Datos Personales, Articulo 6, 7, 8 y 9: y aviso de
privacidad Institucional

* La libertad de retirar mi consentimiento in en cualquier momento sin que por ello
Se creen prejuicios para continuar mu cuidado y tratamientos

* Que en caso de no aceptar participar en la investigacion no existira ninguna

responsabilidad, ni se veran afectados los derechos de atencion médica presentes
o futura

* La garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta o duda acerca de los
procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados a la investigacion
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Por lo anterior si 0 no estoy de acuerdo en participar en la investigacion
arriba sefialada firmando la declaracion de consentimiento informado

Nombre y firma del sujeto de investigacion o su representante legal
Testigo 1

Nombre y firma Parentesco

Domicilio
Testigo 2

Nombre y firma Parentesco

Domicilio
Ciudad de México a de
de
Nombre y firma del investigador principal
( ]
L >° )



Material Suplementario

Pruebas de correlacion entre Edad y parametros evaluados

Edad (afos)

Edad (afios)

Parametro P r Parametro P r
Tiempo de 0.288 -0.184 IFN-y 0.179 -0.271
gestacion
Tiempo de 0.917 -0.018 Adiponectina 0.505 0.142
puerperio
Linfocitos Totales 0.232 0.297 Adipsina 0.299 0.221
Linfocitos Th 0.282 0.322 Leptina 0.319 -0.212
Linfocitos Treg 0.232 0.356 Resistina 0.217 0.261
CTLA-4 0.208 0.358 Angiopoietin-2 0.820 0.042
PD-1 0.255 0.325 EGF 0.965 0.008
TGF-B 0.953 0.018 EPO 0.905 -0.022
IL-10 0.809 0.074 FGF-basic 0.588 -0.101
IL-5 0.620 -0.092 G-CSF 0.635 -0.088
IL-13 0.080 -0.318 GM-CSF 0.145 -0.272
IL-2 0.274 -0.232 HGF 0.539 0.123
IL-6 0.141 0.296 M-CSF 0.115 0.329
IL-9 0.887 -0.026 PDGF-AA 0.641 0.102
IL-10 0.081 -0.348 PDGF-BB 0.762 0.059
IFN-y 0.948 -0.012 SCF 0.610 -0.104
TNF-a 0.613 0.104 TGF-a 0.671 -0.104
IL-17A 0.360 -0.186 VEGF 0.6518 -0.1223
IL-17F 0.619 -0.092 Pruebas de correlacién entre la edad y los
IL-4 0.430 -0.164 parametros evaluados. Prueba de
IL-21 0.926 -0.017 correlacién de Pearson.
IL-22 0.732 0.066
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