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Resumen

Introduccién: el periodo neonatal es uno de los mas vulnerables de la vida, debido a la inmadurez del
sistema inmune, a las inadecuadas barreras mucosas y epiteliales y a la produccidn limitada de inmuno-
globulinas. A pesar de esto, el recién nacido, por |a transferencia de factores inmunes, que comienza en
el Utero y continda durante el amamantamiento, logra proteccién contra infecciones, la estimulacién del
desarrollo de las barreras intestinales, |a estabilizacion de la microbiota y la actividad inmune. El objetivo
de este trabajo fue evaluar las variaciones en los componentes inmunolégicos de la leche materna du-
rante una infeccién del lactante. Materiales y métodos: la poblacién estudiada incluyé lactantes febriles
y controles (lactantes sanos). Se valord la respuesta inmunoldgica desarrollada por la madre a través de
la lactancia al recién nacido, usando como medio la leche. Se recolectaron 80 muestras controles y 83
casos entre junio y diciembre de 2018, en el Centro de Lactancia Materna del Hospital Pediatrico Dr. H. J.
Notti, Guaymallén, Mendoza. Se estudiaron los niveles de inmunoglobulina A secretoria, interleuquina-6 e
interleuquina-13. Resultados: se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
lactante enfermo/control, respectivamente (inmunoglobulina A secretoria: 86,86/55,68 mg/dl, p=0,002;
interleuquina-6: 58,72/19,98 pg/ml, p=0,001; interleuquina-1f: 14,90/ 3,30 pg/ml, p=0,032). Conclusio-
nes: se pudo establecer una relacién entre la leche materna y el estado de salud del recién nacido, lo que
sugiere una interaccién dindmica entre los bebés y sus madres que altera la composicién de la leche.
Palabras clave: leche materna, citoquinas, inmunidad, inmunoglobulinas, neonato.

Abstract

ISSN 1515-6761 Ed. Impresa
ISSN 2250-5903 Ed. CD-ROM
Cddigo Bibliografico: RByPC
Fecha de recepcién:
02/10/2019

Fecha de aceptacién:
30/10/2019

Introduction: The neonatal period is one of the most vulnerable in life due to immaturity of the immune
system, inadequate mucous and epithelial barriers and limited production of immunoglobulins. Despite
this, by the transfer of immune factors that begins in the uterus and continues during breastfeeding, the
newborn achieves protection against infections by stimulating the development of intestinal barriers, the
stabilization of the microbiota and immune activity. The objective of this work was to evaluate the varia-
tions in the immunological components of breast milk during an infant infection. Materials and Methods:
The study population included febrile infants and healthy infants (controls). The immune response devel-
oped by the mother through breastfeeding was evaluated using milk as a medium. Eighty control samples
and 83 cases were collected at the Breastfeeding Center of the Pediatric Hospital Dr. H. J. Notti, Guaymal-
len, Mendoza, between June and December 2018. The levels of secretory immunoglobulin A, Interleukin-6
and Interleukin-1f3 were studied. Results: Statistically significant differences were found between the sick
and control infant groups respectively [Secretory immunoglobulin A: 86.86 and 55.68 mg/dL, p=0.002;
Interleukin-6: 58.72 and 19.98 pg/mL, p=0.001; Interleukin-1p: 14.90 and 3.30 pg/mL, p=0.032). Conclu-
sions: The results allow establishing a relationship between breast milk and the health status of the new-
born, which suggests a dynamic interaction between babies and their mothers that alters the composition
of the milk.

Keywords: breast milk, cytokine, immunity, immunoglobulins, neonate.
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Introduccién

El periodo neonatal es uno de los mas vulnerables de la
vida. El mayor riesgo de infeccién se debe a la inmadurez
del sistema inmunoldgico (SI). Las deficiencias del Sl al mo-
mento del nacimiento incluyen barreras quimicas y fisicas
incompletas, efectores inmaduros de la inmunidad innata
e inflamacién, produccién limitada de inmunoglobulinas y
funcionalidad incompleta de la cascada del complemento
(1-4)

La leche humana constituye un aporte inmunolégico
para el Recién Nacido (RN] y el lactante en los primeros
meses de vida. La transferencia de factores inmunes, que
comienza en el Gtero y continda con el amamantamiento, lo
protege de infecciones y estimula la induccién de sus pro-
pias defensas (1,5).

La respuesta materna a una infeccién del nifio a través
de la leche humana no es completamente comprendida.
Existe evidencia de que se producen cambios en los compo-
nentes inmunoldgicos en la misma, debido a factores tanto
maternos como del RN. El flujo ductal retrégrado asociado
con laeyeccién de laleche seria la ruta para la transferencia
de patégenos desde la cavidad oral del nifio a la madre via
el pezdén, que podria estimular localmente una respuesta
inmune en el pecho (4).

También la leche materna (LM] es fuente de receptores
solubles, como Toll Like Receptor tipo 2,3y 5 (TLR) y CD14
soluble (sCD14), que funcionan como receptores de reco-
nocimiento de patrones. En el lactante, las respuestas de
TLR son modificadas mediante TLR solubles y sCD14, que
llegan al recién nacido a través de la LM. La interaccién de
TLR solubles y sCD14 con otros factores bioactivos en la
leche humana regula la accién de varias respuestas infla-
matorias. Se describieron respuestas especificas en el reco-
nocimiento de microbios mediante TLR sobre células epite-
liales, monocitos, células dendriticas y células monociticas
de sangre periférica. Los lactantes que recibfan leche de
férmula no exhibieron tales efectos (6).

En el hospital Pediatrico Dr. J. Notti, funciona el Centro de
Lactancia Materna/Centro de Recoleccién de Leche Huma-
na (CLM/CRLH), que integra la Red de Leche Humana de la
Provincia de Mendoza donde las madres con bebés interna-
dos o ambulatorios, pueden extraerse leche. Sin embargo,
las internaciones prolongadas, el desconocimiento del per-
sonal de salud sobre los beneficios de la lactancia materna
en los pacientes enfermos y otros factores socioculturales
llevan a que, muchas veces, la lactancia materna se vea in-
terrumpida ocasionando un perjuicio para la nutricion del
nifio y el vinculo con su madre.

El propdsito de nuestra investigacién fue estudiar cémo
varian los niveles de marcadores inflamatorios en respues-
ta a una infeccién del lactante, aportando conocimientos
acerca de esta situacién clinica. Esto podria incrementar el
ndimero de nifios que aun enfermos contindan siendo ama-
mantados, beneficidndose mediante la adquisicion de los
mediadores inmunoldgicos transferidos por la lactancia.

El objetivo general del trabajo fue comparar los niveles
de inmunoglobulina A secretora (IgAs] y citoquinas proin-
flamatorias de la leche humana de madres de lactantes
exclusivamente amamantados, que padecieran un cuadro
infeccioso, y su potencial variacion con respecto a madres
de lactantes no enfermos, también con lactancia exclusiva,
que hubieran acudido al Hospital Pediatrico Dr. H. J. Notti.
Los objetivos especificos incluyeron medir los niveles de
lgAs, citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 13
(IL-1B] y la interleuquina 6 (IL-6) presentes en la LM, asi
como comparar los valores obtenidos con leche de madres
de lactantes sanos y con infeccién aguda.

Materiales y métodos

El trabajo se llevd a cabo en el hospital Pediatrico Dr. J.
Notti, entre el CLM/CRLH y la Seccién de Inmunoserologia
del Departamento de Bioquimica Clinica, desde junio del
2018 hasta mayo del 2019 y fue un estudio analitico, obser-
vacional, de casos y controles, segln el criterio de clasifica-
cién de la Direccién de Investigacion de Cienciay Técnica del
Ministerio de Salud de la Provincia de Mendoza.

Se obtuvieron muestras de leche entre junio y diciembre
del 2018 de madres de 18 a 35 afios de edad que hubieran
dado a luz a un neonato de 37 a 42 semanas de gestacion,
y que consultaron y/o ingresaron al hospital o acudieron al
CLM/CRLH del mismo, con sus hijos de 15 dias a 6 meses
de edad, amamantados con lactancia materna exclusiva
(LME] y que presentaron fiebre, con o sin sintomas de in-
feccién, o estuvieran sanos. No se realizé ningln tipo de
seguimiento posterior del RN. Tampoco se tuvo en cuenta la
cantidad de veces que era amamantado. Se constaté con la
historia clinica el diagndstico del cuadro infeccioso.

Criterios de inclusién: leche de madres sanas de 18 a 35
afhos de edad, que amamantan de forma exclusiva a sus hi-
jos nacidos de término, de entre 15 dias a 6 meses de edad
y que presenten o no fiebre, con o sin signos de infeccién y
que acepten participar en el estudio.

Criterios de exclusién: madres que no den su consenti-
miento informado, que cursen procesos infecciosos agudos
o0 cronicos, que hayan tomado antibiéticos los ultimos 30
dias, o con enfermedad de base inmunolégica.

En el caso de los lactantes, se excluyeron las madres de
bebés prematuros (menores de 37 semanas de edad gesta-
cional y/o bajo peso para edad gestacional almomento dela
toma de la muestra), con sindromes genéticos, con signos
de sepsis o gravemente enfermos, que requirieron alimen-
tacién parenteral, tratamiento con corticoides, inmunoglo-
bulina intravenosa, cardiopatias congénitas, enfermedades
quirdrgicas, déficit nutricional, que no succionaban o esta-
ban complejizados (hemodinamicamente inestables).

Todas las madres fueron de la Provincia de Mendoza y
todos los lactantes estuvieron descomplejizados (sin la
aplicacion de medidas de sostén, sin soporte respiratorio)
y alimentados por LME.

El proyecto se realizé bajo la aprobacién del Comité de
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Tabla . Caracteristicas de las madres.

Enfermos (n=7¢5) Control (n=82) (V]
Y
Media + DE Media + DE P
Edad
B 25,89 +6,28 29,05+6,34 3,20 (161) 10,0017
(afios)
IMC
26,35+5,32 26,11+3,90 -0,33(146)* 0,3720*
(Kg/m?)

» IMC, indice de masa corporal; *correccion Satterthwaite; **test T Stu-

dent; v, grados de libertad.

Etica del Hospital Dr. Luis C. Lagomaggiore y el Comité de
Docencia e Investigacién del Hospital Pediatrico Dr. H. J.
Notti. Todas las madres debieron aceptar y firmar el consen-
timiento informado para ser incluidas en el estudio. Poste-
riormente, uno de los integrantes del proyecto realizé una
entrevista a cada madre. Se efectuaron preguntas siguien-
do siempre el mismo orden y llenando al mismo tiempo el
cuestionario confeccionado, a fin de poder definir las varia-
bles del estudio.

Las muestras de leche de las madres que aceptaron par-
ticipar en el estudio fueron recolectadas por ellas mismas
en el CLM/CRLH. Se rotularon bajo supervisién de enferme-
ria consignando: nombre de la madre, fecha, la letra E, para
el caso de las muestras de madres de lactantes enfermos,
ylaletra C, en el caso de las muestras correspondientes al
grupo control.

Las muestras fueron centrifugadas durante 15 minutos
a 6000 rpm. La capa grasa fue removida y la capa media
se transfirid a tubos de ultracentrifugacion, donde fueron
centrifugados a 10000 g por 5 minutos. Luego, se separd y
conservé la fase acuosa, almacenada a -20°C hasta el mo-
mento del analisis.

Los niveles de IgAs se evaluaron por nefelometria (Equi-
po BNProspec SIEMENS, limite de deteccién 2,12 mg/dl ran-
go de concentracion 1,32 - 400 mg/dl]) y los de IL-1B e IL-6
por técnicas de ELISA (IL-1P: reactivo BD Biosciences BD Op-
tEIA, limite de deteccién 0.8 pg/ml, rango de concentracién
0-250 pg/ml; IL-6: reactivo BD Biosciences BD OptEIA, limite
de deteccidn 2.2 pg/ml, rango de concentracidn 0-300 pg/
ml].

Los datos se analizaron con el programa InfoStat y los
graficos, con Microsoft Excel. Se utilizaron los estadisticos t
de Student con la correccion de Satterthwaite, Chi-cuadrado
(X2), Mann-Whitney-Wilcoxon (W), coeficiente de correla-
cién R de Spearman. Las diferencias entre los grupos fueron
evaluadas considerando una p < 0,05.

Resultados

Se obtuvieron 80 muestras de leche de madres sanas
con hijos enfermos (casos] y 83 de madres sanas con hi-
jos sanos (control]. Se excluyeron 5 muestras en el grupo

de casos y una, en el grupo control, por presentar edades
gestacionales extremas, por lo que quedaron un total de 75
casos y 82 controles.

Caracteristicas de ambos grupos

Las muestras de los lactantes con fiebre y/o infeccién
fueron tomadas, en promedio, a los 5 dias (rango: 1-39
dias) del inicio del pico febril y/o sintoma. El valor extremo
de 39 dias corresponde a un paciente con fiebre recurrente
desde esa fecha. Las caracteristicas de las madres de am-
bos grupos se presentan en las tablas | y I, las caracteristi-
cas de los lactantes, en la tabla lll.

Comparacion de los niveles de IgAs, IL-6 e IL1-3 en la leche
materna

La LM de lactantes enfermos tuvo niveles significativa-
mente mayores (p < 0,002) de IgAs, en comparacién con la
del grupo control (Tabla IV]. Se encontraron valores extre-
mos, tanto en muestras de pacientes enfermos como del
grupo control. El nivel de IL-6 también presentd alta disper-
sién por presencia de valores extremos. La LM de los lactan-
tes enfermos presentd niveles significativamente mayores
de esta proteina (p < 0,001), en comparacién con los lac-
tantes del grupo control (Tabla IV]. Un resultado similar se
obtuvo para la IL-1f3, lo cual evidencia que el nivel de estas
tres proteinas fue mayor en la leche proveniente de madres
de niflos enfermos que en la de las madres del grupo control.

Asociacion entre IgAs, IL-6 e IL-1[3 en LM

Las correlaciones entre las proteinas (coeficiente R de
Spearman) se muestran en la tabla 5, acompafiadas de su
nivel de significancia (p) (Tabla V]. La correlacién entre la
lgAs y la IL-6 fue intermedia y significativa: R = 0,44 (p <
0,0001), lo que indica que existe una relacién importante,
pero de mediana intensidad entre estas dos variables Figu-
ra 1). Debido a estos casos, no se puede concluir que siem-
pre un aumento de la IL-6 esté asociado con un aumento en
lalgAs.

La figura 1 presenta ademas la ecuacion de regresién
que relaciona el nivel de IL-6 con IgAs. El coeficiente de de-
terminacién es R?2 = 0,2575, lo que indica que la IL-6 deter-
mina o explica solamente 25,75% de la variacion en la IgAs.
El restante 74,25% puede deberse a factores no medidos o
incertidumbre (azar).

La correlacidn entre la IgAs y la IL-13 fue muy baja y no
significativa: R=0,15 (p < 0,17), lo que indica que no existe
relacion entre estas dos variables.

Comparacion del nivel medio de las proteinas de acuerdo
con la categoria de indice de masa corporal (IMC)

Los valores relativamente elevados en estas proteinas
ocurrieron independientemente de la categoria de IMC, por
lo que no hubo evidencias para asociar estas variaciones
con la obesidad de la madre.
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Tabla ll. Caracteristicas de las madres de los lactantes.

n (%)

n (%)

Enfermos Control 2 (V) P
Categoria de IMC
Delgadez 1(1,33) 0(0,00) 13,23(5) 0,0213
Normal 38(50,67) 34 (41,46)
Sobrepeso 19 (25,33) 40 (48,78)
Obeso | 13(17,34)  3(4,65)
Obeso |l 3(4,00) 5(511)
Obeso Il 1(1,33)  0(0,00)
Habito de fumar
No ?3(97,33) 81(98,78) 0,38(1) 0,5385
Si 2(2,67) 1(1,21)
Dieta
Habito omnivoro 74 (98,67) 81(98,78) 2,00(2) 0,3676
Habito celiaco 1(1,33) 0(0,00)
vegetarang 0(000)  1(1.21]
Tipo de parto
Vaginal 41(54,67) 39(47,56) 1,05(1) 0,3064
Cesérea 34(45,33) 43 (52,44)
Escolaridad
Nivel primario 27 (36,00) 29(36,37) 15,31(2) 0,0005
Nivel secundario 45 (60,00) 33 (40,24)
niveraitao. 31400)  20(23.39)
Enfermedad
de base
No 72(96,00) 80(97,56) 4,11(4) 0,3919
Hipotiroidismo 1(1,33) 1(1,21)
e " 2(267)  0(0,00)
Talasemia 0(0,00) 1(1,21)
Acceso a servicios
hgfbfaglua ygas 74(98,75) 81(98,80) 2,00(2) 0,3676
No 1(1,25)  0(0,00)
Luz y agua 0(0,00) 1(1,20)

» *Test Chi cuadrado; v, grados de libertad.

Discusién

Los estudios sobre LM avalan la mocién del efecto pro-
tector del amamantamiento en el RN y la modulacién del
sistema inmune del mismo (3,4,7).

En este trabajo, se analizd si el estado infeccioso del RN
era capaz de producir un cambio en los componentes inmu-
noldgicos de la LM. Para ello, se compararon los niveles de
tres moléculas con propiedades inmunomoduladoras en LM.

Los dos grupos de madres fueron homogéneos en la ma-
yoria de sus caracteristicas (habito de fumar y alimenta-
cién, tipo de parto, enfermedad de base, acceso a servicios).
Se encontraron diferencias entre ambos grupos en el IMC, la
escolaridad (la mayoria de madres con lactantes sanos que
participaron en el estudio correspondid a personal profesio-
nal del hospital que acudia al CLM/CRLH a extraerse leche
durante su jornada laboral] y la edad. En cuanto a ésta, si
bien se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas, (la media de edad en afos fue 25/29 enfermos/
sanos) alos fines demograficos o clinicos, no fue relevante.
La mayoria de las madres presentaron dieta omnivora, por
lo que no se pudo analizar si la alimentacién podria influir
con accién inmunomoduladora.

Se observaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre ambos grupos, en cuanto a los niveles de
mediadores estudiados, y se evidencié un aumento en la
concentracion de IL-6, IL-1B e IgAs en la LM de los lactan-
tes enfermos, en comparacién con el otro grupo, tal como
lo encontraron en su trabajo Bryan D-L y col. (3). Sibienel
objetivo de este estudio no era analizar el mecanismo que
explica este fendmeno, otras investigaciones demuestran
que las infecciones del tracto respiratorio y gastrointestinal
en el bebé también afectan a la madre, generando una res-
puesta inflamatoria en su cuerpo que causa un aumento en
la secrecion de estas moléculas, ademds de leucocitos en la
LM que ella produce (4,6,8-11].

El estimulo para la sintesis de IgAs esta dado, en parte,
a través de la interrelacién que existe entre las citoquinas
analizadas en el estudio. El Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNF-at) junto con la IL-1f son citoquinas proinflamatorias
que estimulan la produccién de IL-6 via células mononu-
cleares. La principal fuente de secrecién de estas moléculas
proviene de macréfagos, neutréfilos, células B, Ty NK. Se ha
demostrado un incremento en el ndmero de células inflama-
torias, especialmente macréfagos, en laleche de madres de
niflos enfermos que permitiria explicar el aumento de IL-1[3
e IL-6 descripto en nuestro estudio (4,7,12-14].

Por otra parte, la IL-6 es un regulador fisiolégico de la
glandula mamaria usado como un marcador de activacién
sistémica proinflamatorio que modula progenitores hema-
topoyéticos, activa células Ty favorece la diferenciacion de
las células B de células plasmaticas productoras de IgAs
(12,15,16).

La correlacién positiva entre la IL-6 y la IgAs fue estudia-
da también por Shigeru Saito y col. (15], quienes, mediante
la estimulacién de células mononucleares de leche humana
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Tabla lll. Caracteristicas de los lactantes.

n=75 (%) n=82(%)

Enfermos Control V) P
Sexo
Femenino 34 (45,33) 39 (47,56) 0,0039 (1) 095007
Masculino 41 (54,67) 43 (52,43)
Fiebre
No 20(26,67) 82 (100,00) 90,94 (1)  <0,00001
Si 55 (73,33) 0(0,00)
Signos de
infeccion
No 5 (6,66) 82(100,00)  144,13(1) <0,00001
Si 70(93,33) 0(0,00)
Edad
gestacional 38,44+2,25 38,47+1,43 0,11(133)*  0,4566*
(semanas)
Pesoal 3233,66+633,85 313583+477,68 -1,11(148)%  0,1344*
nacer (g)

» *Test Chi cuadrado; v, grados de libertad.

con Staphylococcus aureus Cowan, en presencia de anti-
cuerpos anti-IL-6, demostraron una disminucidn significati-
va de la produccién de IgAs. Esto sugiere que la |IL-6 conteni-
daenlaleche esta estrechamente asociada a la produccién
local de IgAs en el pecho materno.

Tabla IV. Comparacidn de los niveles de IgAs, IL-6 e IL-1(3
en laleche materna.

Enfermos (n=75)  Control (n=82) W* (p)
Media + DE Media + DE
IgAs 86,86 + 130,36 55,68 £89,07 7510,5 (0,002)
IL6 58,72 +92,28 19,98 +43,02 7550,5 (0,001)
IL1B 14,90+ 47,70 3,30+£4,45 7183,0 (0,032)

» *Mann-Witney Wilcoxon.

La IgAs es secretada por las células linfoides mamarias
que se originan desde células B, que migran desde el tracto
gastrointestinal a la glandula mamaria. En contraposicién a
lo encontrado en el trabajo de Riskin (4], en nuestro estu-
dio, si obtuvimos niveles mas elevados de IgAs en la leche
de las madres de los lactantes enfermos, de forma similar a
lo descripto por Chunyu Li (7).

Se concluye en este trabajo que, a pesar de que se ob-
tuvieron resultados que avalan la interaccién entre la LM y
el estado de salud del recién nacido, se observa una gran
dispersién de valores para las moléculas estudiadas. En-
tre los factores a los que se podria atribuir esta dispersion,
no evaluados en esta investigacion, podemos describir: 1)
tipo de parto que afecta el microbioma materno e influye
en la respuesta inmune que desarrolla la madre, 2] dieta
habitual de la madre, 3] tipo de oligosacaridos que posee la
leche, que afectan la expresion de TLRs o0 sCD14, 4] tipo de
infeccion (12]. Otro factor que podria haber modificado los

Figura 1. Asociacidn entre los niveles de IgAs e IL6 en leche materna (n=80).

o
j
2 y =0,7229x + 50,266
E R2=02575
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L
g ¢ ¢
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» R, coeficiente de determinacion.

® 5 (pg/mL)
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Tabla V. Asociacidn entre los niveles de IgAs, IL-6 e IL-1(3
en leche materna.

n=75 IgAs (mg/dL) IL6 (pg/mL)
IL6 (pg/mL) R=0,44 p<0,0001
IL 18 (pg/mL) R=0,15p=0,17 R=0,33 p=0,001

» R, coeficiente de Spearman.

niveles de las citoquinas evaluadas es el estrés de las ma-
dres con hijos internados, estado en el que se aumentan los
niveles de moléculas proinflamatorias como las descriptas
en el estudio (18].

Algunas de las limitaciones del estudio fueron la recolec-
cién de las muestras entre las 4 - 96 horas de iniciado el pro-
ceso febril del RN (rango de tiempo en el cual se encuentran
las moléculas medidas en su pico maximo de concentra-
cién) no o pudo cumplirse en todos los casos, debido a que
no se reclutaron pacientes diariamente, o bien, no se pudo
acceder a la muestra para no interferir con el acto médico.

Nuestros datos contindan aportando informacién rele-
vante sobre la importancia de la lactancia materna durante
los procesos infecciosos del RN y durante los 6 primeros
meses de vida. Con este estudio, se espera poder continuar
apoyando la mejora de las condiciones de las madres que
estan internadas con sus RN, para garantizar una lactancia
apropiada y concientizar sobre la importancia de la lactan-
cia no interrumpida durante las jornadas laborales, sobre
todo,,en aquellos lactantes con factores de riesgo para con-
traer infeccién, como es su permanencia en guarderias.
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