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RESUMEN

Introduccion: La leche humana es un fluido complejo y dindmico cuya funcion va
mas alla de nutrir. Ademas de tener propiedades antimicrobianas, su composicion
rica en compuestos bioactivos provee de proteccion al lactante contra factores
oxidantes e inflamatorios. En este contexto los lactantes alimentados con formulas
infantiles (FI), se encuentran en desventaja, quedando vulnerables a ciertas
amenazas, incluyendo una mayor susceptibilidad a la inflamacién y estrés oxidativo.
Existen algunos marcadores que pueden evaluarse por medio de muestras de saliva
gue permiten de forma poco invasiva conocer el comportamiento de sistemas

antioxidantes y marcadores de inflamacion.

Objetivo: Evaluar marcadores de inflamacion y sistemas antioxidantes en saliva de

lactantes y leche materna.

Materiales y métodos: Se obtuvieron muestras de saliva de lactantes alimentados
con leche materna (LM) de forma exclusiva (n=20) y FlI + lactancia mixta (n=8).
También se recolectaron muestras de LM (n=20) y FI (n=8). Se midi6 en salivay LM
la concentracién [glutation reducido (GSH)] y actividad [glutation peroxidasa (GPx)
y catalasa (CAT)] de sistemas  antioxidantes y marcadores de inflamacion
[interleucina 1 beta (IL-1p) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)]. La capacidad

antioxidante se midié en saliva, LM y FI por medio de los ensayos DPPH y FRAP.

Resultados: Se encontré6 mayor concentracion de GSH (p=0.002), actividad
aumentada de GPx (p=0.005), asi como concentracion aumentada de IL-18
(p=0.049) y TNF-a (p=0.002) en saliva de lactantes del grupo FI + lactancia mixta.

No se encontraron diferencias entre la capacidad antioxidante de la LM y FI.

Conclusion: Los niveles elevados de sistemas antioxidantes y marcadores de
inflamacion en saliva de lactantes que reciben Fl, ya sea de manera exclusiva o
mixta, parecen estar relacionados con una respuesta compensatoria del organismo

ante un posible incremento de especies reactivas de oxigeno.



ABSTRACT

Introduction: Human milk is a complex and dynamic fluid whose function goes
beyond nourishing. In addition to having antimicrobial properties, its composition,
rich in bioactive compounds, provides protection to the infant against oxidizing and
inflammatory factors. In this context, infants fed with infant formula are at a
disadvantage, being vulnerable to certain threats, including increased susceptibility
to inflammation and oxidative stress. The are some markers that can be evaluate by
saliva samples that allow a non-invasive way to know the behavior of antioxidant

systems and markers of inflammation.

Aim: To evaluate inflammation markers and antioxidant systems in infant saliva and

breast milk.

Methods: Saliva samples were obtained from infants fed with breast milk exclusively
(n=20) and infant formula + mixed breastfeeding (n=8). Breast milk (n=20) and infant
formula (n=8) samples were also collected. The concentration (GSH) and activity
(GPx and CAT) of antioxidant systems and inflammation markers (IL-18 and TNF-a)
were measured in saliva and breast milk samples. Antioxidant capacity was

measured in saliva, breast milk and infant formula by DPPH and FRAP assays.

Results: There were notable differences in the antioxidant parameters evaluated in
saliva between breast milk group and formula milk + mixed breastfeeding group,
particularly concerning the levels of GSH (p=0.002), GPx activity (p=0.005), IL-18
(p=0.049) and - TNF-a (p=0.002), these parameters were higher in formula milk +
mixed breastfeeding group. No difference was found in the mean total antioxidant
capacity of the saliva between breast milk and formula + mixed breastfeeding

groups.

Conclusion: The elevated levels of antioxidant systems and markers of
inflammation in saliva of infants receiving formula milk, either exclusively or mixed,
appear to be related to a compensatory response of the organism to a possible

increase of ROS.



l. INTRODUCCION

La leche humana es un fluido complejo y dinAmico secretado por la glandula
mamaria, provee nutricion y proteccion para el desarrollo del lactante. Se digiere
con facilidad, es altamente accesible y de bajo costo. Contiene una gran cantidad
de factores bioactivos, muchos de los cuales provienen de la misma glandula
mamaria y de las células inmunitarias presentes en la leche materna (LM). Estos
factores bioactivos producen una cascada de efectos que contribuyen a la
orquestacion y especializacion del sistema inmunolégico (Sl) del lactante (Ustundag
et al., 2005; Castellote et al., 2011; Hassiotou & Geddes, 2015; Matos et al., 2015;
de la Torre & Chavez-Servin, 2017; Dawod et al., 2019).

Dado que el periodo postparto marca una ventana de oportunidad para el
desarrollo del bebé; en el cual los factores dietéticos y ambientales tendran un gran
impacto en su salud durante el resto de su vida, el tipo de alimentacién recibida
durante esta etapa de vida cumple un papel importante (Gregory & Walker, 2013;
Dawod et al., 2019).

La susceptibilidad de los lactantes a las enfermedades infecciosas es una
consecuencia directa de la dificil adaptacion inmunolégica durante el periodo de
transicion del ambiente intrauterino al extrauterino. La ontogenia del SI comienza
desde el embrion y se completa hasta afios después del nacimiento (Chirico et al.,
2008; Gregory & Walker, 2013).

La LM ademas de nutrir, mantiene el vinculo inmunolégico materno-fetal y
favorece la transmision de la inmunocompetencia de la madre al bebé, otorgando
defensa de forma directa al lactante durante uno de los periodos mas delicados y a
su vez contribuyendo de forma crucial a la especializacion inmunologica de éste. La
LM se ha considerado como la primer vacuna del lactante que brinda inmunidad
pasiva (Schack-Nielsen et al., 2007; Chirico et al., 2008; Garofalo, 2010; Garcia-
Lépez, 2011; Andreas et al., 2016).

Las citocinas son uno de los factores bioactivos mas importantes de la LM,
ya gue son requeridas para proteger al lactante contra infecciones y participan en la



estimulacién activa de su Sl. También participan en el desarrollo de 6rganos y
favorecen una colonizacion microbiana saludable. El aporte de citocinas por medio
de la LM es de importancia, ya que la produccion de estas proteinas en lactantes
es baja. Las citocinas aportadas por la leche comprenden: factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), interleucinas (IL): IL-1p, IL-2, IL-6 e IL-8 (Ustundag et al., 2005; Penton-
Rol et al., 2009; Gregory & Walker, 2013; Brenmoehl et al., 2018; Gila-Diaz et al.,
2019;).

La leche humana también es fuente de sistemas de defensa antioxidante,
entre los que se encuentran el GSH, las enzimas superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPx). También cuenta con antioxidantes no
enzimaticos como las vitaminas A, E y C, coenzima Q y melatonina, entre otras
(Tijerina-Saenz et al., 2009; Xavier et al., 2011; llinait-Ferrer, 2012; Arana et al.,
2017). Estos antioxidantes representan proteccion al lactante frente a los radicales
libres (RL), principalmente a nivel respiratorio y gastrointestinal, y disminuyen el
riesgo de desarrollar enfermedades relacionadas con RL (Shoji et al., 2003; Yao et
al., 2010; Gitto et al.,, 2012; Sandal et al., 2013; Mutinati et al., 2014).

La monitorizacion cercana de agentes de inflamacion y sistemas
antioxidantes en lactantes puede llevarse a cabo mediante técnicas no invasivas
como es el analisis por medio de saliva. EI muestreo de ese fluido se caracteriza
por ser un procedimiento no invasivo, de facil recoleccién, bajo costo y sin
generacion de estrés para el lactante. Ademas, la saliva presenta una vida (util
relativamente larga en comparacion con la sangre, lo que lo hace un proceso mas
seguro y factible, principalmente en poblacion infantil (Greabu et al., 2009; Pei Wen
et al., 2016; Maciejczyk et al., 2018).

En el presente trabajo se estudiaron los sistemas antioxidantes, marcadores
de inflamacion y capacidad antioxidante en la saliva de los lactantes, con base al
tipo de lactancia recibida. También se realiz6 el analisis de los marcadores
anteriormente mencionados en LM y la determinacion de capacidad antioxidante en
FI.



Il REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres (RL) son moléculas altamente reactivas con uno o mas
electrones no pareados, por lo tanto, donan o ganan electrones de otras moléculas
en un intento por parear sus electrones y generar especies quimicamente mas
estables. Los RL son producidos normalmente en organismos vivos y se dividen en
especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN) (De
Galvez, 2010; Mutinati et al., 2014; Aceti et al., 2018), juegan un papel importante
en los mecanismos de defensa y en la destruccion de células dafiadas. Pueden
actuar como mensajeros intracelulares y extracelulares 'y 'contribuir a la
homeostasis, también favorecen el tono vascular (Matos et al., 2015; Gyuraszova
et al., 2018). Las ERO y las ERN incluyen tanto RL como moléculas que no son RL.
Entre los RL provenientes de las ERO se incluye: el radical hidroxilo, superéxido y
peréxilo. El peréxido de hidrégeno, ozono, oxigeno, acido hipocloroso y peroxidos
organicos forman parte de las ERO que no son RL. De igual forma, para las ERN el
oxido nitrico y el diéxido de nitrdgeno son RL; mientras que, el acido nitroso y el
trioxido de dinitrégeno no lo son (Ozsurekci & Aykac, 2016; Aceti, et al., 2018).

Cuando los RL se producen en exceso desencadenan efectos perjudiciales
en el organismo, es aqui-cuando los sistemas antioxidantes endégenos como las
enzimas superoéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx)
y el cofactor glutatién reducido (GSH), bilirrubina, &cido udrico, melatonina y
exdgenos como los flavonoides, las vitamina E y C, ayudan a mantener el equilibrio
mediante la neutralizacion de ERO, lo cual se logra pareando sus electrones
logrando. de esta forma convertirlos en moléculas quimicamente estables (De
Galvez, 2010; Aceti, et al., 2018; Gyuraszova et al., 2018).

El desequilibrio entre el exceso en la produccién de ERO y su eliminacion por
medio de los antioxidantes, conduce al estrés oxidativo (EO), llegando a ocasionar
lesion tisular y celular, peroxidacion lipidica en los lipidos de las membranas

celulares, lo cual ocasiona la destruccion de las mismas, alteraciones en la funcién



y estructura de proteinas y dafio al ADN (De Galvez, 2010; Aceti et al., 2018;
Gyuraszova et al., 2018).

2.2 Inflamacién y especies reactivas de oxigeno

La inflamacién aguda es parte de la respuesta inmunitaria natural del cuerpo,
es esencial para una apropiada respuesta inmunologica y para proteger al cuerpo
contra agentes infecciosos, por lo que el estimulo inflamatorio cumple funciones de
defensa del organismo. Sin embargo, el exceso de inflamacion o inflamacion crénica
puede llegar a ocasionar dafos significativos (Pei Wen et al., 2016).La inflamacién
cronica es considerada un factor de riesgo para el desarrollo de muchas
enfermedades, entre las que se encuentran: artritis reumatoide, resistencia a la
insulina, diabetes mellitus tipo 2 y diferentes tipos de cancer (Granot et al., 2004;
Penton-Rol et al., 2009 Desai et al., 2014).

El estimulo inflamatorio puede ser causado por una variedad de condiciones
incluyendo el EO, el cual estqd intimamente relacionado con procesos de
inflamacion, dado que todos los procesos. inflamatorios implican la liberacion de
ERO provenientes del estallido respiratorio de los neutréfilos activados, quienes al
mismo tiempo envian sefiales para la liberacién de citocinas, generando inflamacion
(Granot et al., 2004; Penton-Rol et al., 2009; Desai et al., 2014).

El EO produce inflamacion a través de la activacion de multiples vias. Por
mencionar un ejemplo, el peréxido de hidrogeno (H20:2) induce la inflamacién
mediante la activacion del factor de transcripcion NF-«xp. El EO también juega un
papel importante en la activacién del inflamasoma de la proteina receptora NOD 3
(NLRP3). El inflamasoma NLRP3 es un complejo molecular oligomérico que activa
en Slinnato a través de la activacion de las citocinas proinflamatorias como IL-1 e
IL-8.-Esta demostrado que las ERO liberadas de las mitocondrias dafiadas activan
los inflamasomas NLRP3, provocando inflamacién localizada. Por lo tanto, la
inflamacion y el EO se encuentran estrechamente relacionados y son procesos

fisiopatoldgicos interdependientes (Penton-Rol et al., 2009; Ali et al., 2020).



2.3 Sistemas antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que acttan inhibiendo la formacion de RL,
previniendo la oxidacion de sustratos o neutralizando los RL mediante la donacién
de electrones para convertirlos en compuestos quimicamente estables y de esta
manera evitar el dafio a nivel celular (Mutinati et al., 2014). Las moléculas
antioxidantes que cumplen con la funcién de defensa en las células actuan a
diferentes niveles: 1) prevencion de formacion de agentes oxidantes, 2) eliminaciéon
de agentes oxidantes, 3) reparacion de dafio inducido por agentes oxidantes y 4)
mecanismo de adaptacion para la prevencion de formacion o reaccion de agentes
oxidantes (Ighodaro & Akinloye, 2018).

La primera linea de defensa esta constituida por-antioxidantes presentes en
el organismo que actian para suprimir o prevenir la formacion de RL o especies
reactivas a nivel celular. Estos antioxidantes son muy rapidos neutralizando
cualquier molécula con el potencial de convertirse en RL o cualquier RL con la
habilidad de inducir la produccién de otros radicales. Este grupo esta constituido por
tres enzimas clave, SOD, GPx y CAT (Ighodaro & Akinloye, 2018).

La CAT es una enzima presente en casi todos los tejidos aerdbicos. Esta
enzima esta compuesta por cuatro subunidades idénticas de 60 kDa, cada una de
las cuales contiene un grupo hemo activo y NADPH. El grupo hemo esta formado
por un ion hierro (Fe®*) unido a un anillo de porfirina. La principal funcién de esta
enzima es catalizar la descomposicion de H202 a agua y oxigeno molecular,
utilizando hierro como cofactor. Esta reaccion se divide en dos etapas: en la etapa
1 el grupo hemo de la catalasa reacciona con el H202 y forma un intermediario, el
cual es un complejo hierro oxidado (Fe**) — porfirina (oxiferril porfirina). En esta
etapa también se forma una molécula agua. En la etapa 2 se lleva a cabo la
reduccion de la oxiferril porfirina, en la cual se emplea una segunda molécula de
H202 dando lugar a una molécula de agua (H20) y una de oxigeno. En la Figura 1
se muestra la reduccion del H202 por la CAT (Ighodaro & Akinloye, 2018; Gebicka
et al., 2019; Ali et al., 2020).



Fe3 (CAT) + H,0, < * Oxiferril porfirina + H20
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Fe3" (CAT) + H.0O +

Figura 1. Reduccién del H.O:llevada a cabo por la CAT.
Adaptada de Nicholls et al. (2000).

La CAT es una enzima altamente eficiente, ya que puede romper millones de
moléculas de H202 en un segundo. Se encuentra localizada principalmente en los
peroxisomas, pero ausente en las mitocondrias de las células de los mamiferos. Por
lo tanto, la reduccion del H202 en la mitocondria es llevada a cabo por la GPx
(Ighodaro & Akinloye, 2018; Sepasi et al., 2018).

La GPx es una familia de enzimas que requieren GSH como sustrato. Esta
enzima se encuentra compuesta por cuatro subunidades idénticas de 21 kDa y cada
unidad contiene un residuo de selenocisteina. Esta enzima cataliza la reduccion de
H20:2 orgéanico e inorganico a H20 y los alcoholes correspondientes, utilizando GSH
como cofactor, en la Figura 2 se muestra la reduccion del H202 por medio de la
GPx. También juega un papel importante frente a las ERO y es la primera enzima

NADP*  NADPH + H*

GR

2 GSH GSSG

GPx
H202 » 2 H0

activada ante altos niveles de las moléculas previamente mencionadas (Ali et al.,
2020)

Figura 2. Reducciéon de H,O, por medio de la enzima GPx.
Adaptada de Lushchak. (2011).



El GSH ademas de fungir como cofactor de la enzima GPx, también puede
ejercer su accion de manera independiente, actuando como un antioxidante directo
al interactuar con ERO o ERN. Por lo tanto, este compuesto pertenece a la segunda
linea de defensa, la cual esta constituida por otros antioxidantes como: &cido
ascorbico, acido urico y vitamina E. Estos antioxidantes se encargan de neutralizar
los RL por medio de la donacién de electrones y en el proceso, se transforman en
RL. Sin embargo, estos nuevos RL no son dafiinos y son neutralizados rapidamente

por otras moléculas antioxidantes (Ilghodaro & Akinloye, 2018).

El GSH es un tripéptido de bajo peso molecular y es considerado la molécula
antioxidante no enzimatica mas importante. Se sintetiza en la célula por medio de
la adicion de la cisteina a glutamato, seguida por la adicion de glicina. En la Figura
3 se muestra la sintesis del GSH. EIl grupo sulfhidrilo de la cisteina esta relacionado
con las reacciones de reduccién y conjugacion, las cuales se encargan de la
reduccion de peroéxidos y xenobioticos. La funcién primordial del GSH consiste en
neutralizar especies reactivas (Vincenzini et al., 1992; Forman et al., 2009; Nair et
al., 2017).
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Figura 3. Sintesis de GSH.
Adaptada de Forman et al. (2009).

Por lo tanto, el GSH desempefia un papel fundamental reduciendo el EO,
manteniendo el equilibrio redox y mejorando la desintoxicacion metabdlica (Ali et
al., 2020).

2.4 Leche materna. Composicion y beneficios

La leche humana es un fluido complejo y dindmico (Hassiotou & Geddes,
2015) secretado por la glandula mamaria, provee nutricién y proteccion para el
desarrollo del lactante (de la Torre & Chavez-Servin, 2017), se digiere con facilidad,
es altamente accesible y de bajo costo, también es fuente de nutrimentos,
elementos antiinfecciosos, inmunologicos, antiinflamatorios, antioxidantes,
receptores solubles, factores de crecimiento, microbiota, entre otros, identificados
globalmente como factores bioactivos (Ustundag et al., 2005; Xavier et al., 2011;
Matos et al., 2015; Andreas et al., 2016; de la Torre & Chavez-Servin, 2017; Dawod
et al., 2019).

Estos factores bioactivos derivan tanto de las células epiteliales de la
glandula mamaria, como de las células inmunitarias encontradas en la leche
materna (LM) y de la circulacion materna. Los factores bioactivos operan en redes
y producen una cascada de efectos que contribuyen a la orquestacion,
especializacion y funcion del sistema inmunolégico (SI), a través de mecanismos
que incluyen: actividad antimicrobiana directa o indirecta modulando la funcion
inmunolégica y efectos antiinflamatorios (también directos e indirectos),
favoreciendo el crecimiento y desarrollo de los tejidos del lactante (Ustundag et al.,
2005; Castellote et al., 2011; Dawod et al., 2019).

La LM se clasifica en calostro, leche de transicion y leche madura de acuerdo
con la evolucion en el tiempo. Esta clasificacion se refiere a los cambios graduales
en la composicién de la leche durante la lactancia, respondiendo a las necesidades
en cada etapa de desarrollo del lactante (Andreas et al., 2016).



El calostro es producido en un volumen de 2 a 20 mL/d durante los primeros
cuatro dias después del parto, es rico en componentes inmunologicos como la
inmunoglobulina A secretora (IgAs), lactoferrina, leucocitos y factores de desarrollo
como el factor de crecimiento epidérmico. El calostro contiene gran cantidad de
vitaminas liposolubles, pB-carotenos, lactobacilos Bifidus, hiero y zinc. Por otro lado,
el calostro tiene relativamente bajas concentraciones de lactosa, lipidos, glucosa y
vitaminas hidrosolubles en comparacion con la leche madura (Garcia-Lopez, 2011,
Ballard & Morrow, 2013; de la Torre & Chavez-Servin, 2017).

El calostro tiene una funcion tréfica e inmunolégica importante, brinda
inmunidad pasiva al recién nacido por medio de inmunoglobulinas, ademas de
contener de 2000 a 4000 linfocitos/mm?3 y altas concentraciones de lisozima, lo cual
protege al neonato frente a la exposicion a multiples agentes patogenos al nacer
(Garcia-Lopez, 2011; Ballard & Morrow, 2013; Andreas et al., 2016; Doare et al.,
2018).

La leche de transicidbn se produce entre los dias 4 a 5 postparto. En
comparacién con el calostro, en esta etapa disminuye la concentracion de
inmunoglobulinas y proteinas e incrementa la concentracion de lactosa, grasas y
vitaminas hidrosolubles, representa un periodo de aumento de la produccién de la
leche alcanzando un volumen de 660 mL/d para satisfacer las necesidades
nutrimentales y de desarrollo del bebé en rapido crecimiento. Su composicion varia
hasta llegar a la leche madura (Garcia-Lopez, 2011; Ballard & Morrow, 2013;
Aguilar-Cordero et al., 2016; de la Torre, K. & Chavez-Servin, 2017;).

A partir de las semanas cuatro a seis después del parto, la LM se considera
completamente madura. En esta fase la leche también experimenta variaciones en
funcion de la etapa de la lactancia, la hora del dia, la alimentacién y el estado nutricio
de la madre, el estado de salud de la diada y la edad gestacional del bebé. Tiene
mas proteinas, vitaminas liposolubles (A, E, K) y carotenos en comparacién con la
leche de transicion. También es superior en el contenido de nutrimentos inérganicos
como sodio, zinc, hierro, azufre, potasio, selenio y manganeso (Ballard & Morrow,

2013; Aguilar-Cordero et al., 2016). Su volumen promedio es de 750 mL/d estando



constituida en un 87 % por agua, aporta de 670 a 700 kcal/L principalmente a través
de hidratos de carbono y lipidos, siendo la lactosa el principal hidrato de carbono

gue la conforma (Garcia-L6épez, 2011).

De los factores bioactivos presentes en la leche, muchos de ellos son
capaces de inhibir la inflamacion y de mejorar la produccion de anticuerpos
especificos. Estos factores bioactivos incluyen inmunoglobulinas, -citocinas,
quimiocinas, factores de crecimiento, hormonas, lactoferrina, enzimas

antioxidantes, entre otros (Andreas et al., 2016; Doare et al., 2018).

Las citocinas son uno de los factores bioactivos mas importantes de la LM
(Gregory & Walker, 2013). Son proteinas hidrosolubles, de bajo peso molecular (15-
20 kDa) importantes en sefalizacion autocrina, paracrina'y endocrina y coordinan
el desarrollo y actividad del SI (Penton-Rol et al., 2009). Son responsables de la
comunicacién celular durante la inflamacion 'y actian como reguladoras del
crecimiento, maduracién y respuesta de las células del S| (Valaperti, et al., 2020).
Aquellas citocinas que regulan los procesos de inflamacion son el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), las interleucinas (IL):IL-18, IL-2, IL-6 e IL-8 (Penton-Rol et al.,
2009).

Las citocinas derivadas de las secreciones mamarias son requeridas para
proteger al recién nacido contra infecciones y participan en la estimulacién activa de
su Sl, lo cual puede estar relacionado con su capacidad para establecer conexiones
con las células al cruzar la barrera intestinal. Estas citocinas también participan en
el desarrollo de érganos y en una colonizacion microbiana saludable (Ustundag et
al., 2005; Brenmoehl et al., 2018; Gila-Diaz et al., 2019).

En los recién nacidos y bebés, la produccion de citocinas es baja, por lo cual,
las citocinas de la LM resultan esenciales, ya que interactian con los tejidos
mucosos del tracto respiratorio y el tracto gastrointestinal, proporcionando efectos
antiinflamatorios e inmunomoduladores. También se ha observado en estudios
realizados in vitro e in vivo en modelos animales, que las citocinas tales como el

TNF-a tienen actividades esenciales en la maduracién, proliferacion y reparacion
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del epitelio intestinal. De esta forma, la LM protege al bebé de patégenos y reduce

el riesgo de infecciones (Ustundag et al., 2005; Dawod et al., 2019).

La IL-1B es una de las citocinas proinflamatorias mas abundantes enla LMy
parece estar involucrada en los mecanismos de defensa que promueven la
produccion de IgA y otras citocinas como la IL-6 y TNF-a en la leche (Pei Wen et
al., 2016; Freitas et al.,, 2019). La IL-1B activa la secrecion de TNF-a por los
monocitos y células T, para generar esta citocina que a su vez, activa los
macrofagos y apoya al establecimiento de la inmunidad celular en el bebé
(Brenmoehl et al., 2018).

El TNF-a es una proteina multifacética que tiene funciones inflamatorias,
apoptoticas, necroéticas, de defensa y proangiogénicas. EI TNF-a en la LM es
sintetizado principalmente por macréfagos de la leche y por el epitelio mamario
(Ustundag et al., 2005; Valaperti et al., 2020). Esta citocina defiende al lactante
contra infecciones, equilibrando la baja produccion por parte del recién nacido y sin
causar inflamacion, lo cual puede ser resultado de la presencia de sus receptores

especificos en la LM (Ustundag et al., 2005).

El TNF-a es también un modulador del desarrollo y ramificacion de la
glandula mamaria, lo cual podria tener impacto en el suministro disponible y los

componentes de la LM (Dawod et al., 2019).

Las citocinas tienen un gran potencial como marcadores de diagndstico y
prondstico que ya son usadas en la actualidad para estos fines en combinacion con

otros factores diagnosticos y clinicos (Valaperti et al., 2020).

La LM también cuenta con distintos sistemas de defensa antioxidante, entre
los cuales se encuentran el GSH, la enzima CAT que previene la formacion de RL
0 H202, asi como la GPx que cataliza la reduccion de perdxidos. Tambiéen se
encuentran antioxidantes no enzimaticos como la vitamina A, vitamina E y vitamina
C, la coenzima Q, compuestos fendlicos y otras moléculas con estas propiedades

como la melatonina, lo que le confiere una accién directa antioxidante y protege a
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los lactantes de la peroxidacion causada por los RL (Tijerina-Saenz et al., 2009;
Xavier et al., 2011; lllnait-Ferrer, 2012; Arana et al., 2017).

Gracias a su extensa variedad de compuestos nutrimentales y factores
bioactivos, la LM brinda diversos beneficios al lactante, tanto a corto como a largo
plazo, incluidos entre estos, menor incidencia de infecciones gastrointestinales,
infecciones de las vias respiratorias u otitis media en los primeros afios de vida en
comparaciéon con los lactantes alimentados con férmula infantil (FI) y un menor
riesgo a desarrollar sobrepeso, obesidad, diabetes mellitus 2 e hipertension, entre
otras enfermedades en la edad adulta (Hassiotou & Geddes, 2015; Witkowska-
Zimny & Kaminska-El-Hassan, 2017).

La composicion inigualable de la LM y los beneficios que otorga la hacen por
excelencia, el mejor alimento para el lactante. La LM es capaz de cambiar su
composicion para adaptarse a las necesidades del bebé en funcion del periodo de
lactancia, la hora del dia, el estado de salud de la diada e incluso a lo largo de una
misma toma (Gregory et al., 2014; Aly et al., 2016).

Las Fl en su mayoria elaboradas a base de leche de vaca, mantienen una
composiciébn constante, carecen de enzimas digestivas clave y factores
favorecedores de la absorcion de nutrimentos y no brinda factores inmunolégicos,
los cuales son primordiales en la proteccion del bebé frente a patdégenos (Gregory
et al., 2014; Aly et al.; 2016). A pesar de que las FI se encuentran en constante
cambio con el fin de igualar o asemejar en la medida de lo posible las caracteristicas
de la leche humana, y aun cuando estan disefiadas para contener nutrimentos con
caracteristicas'y en cantidades similares a las encontradas en la LM, un sin niumero
de componentes presentes en la leche humana, su caracteristica y comportamiento

sonimposibles de replicar (Gregory et al., 2014; Aly et al., 2016).

El reto para la industria de las Fl va mas alla de alcanzar las concentraciones
ideales de macronutrimentos y micronutrimentos; va en virtud de hacer de la Fl un
alimento funcional que logre los efectos fisiologicos observados en los lactantes que
reciben LM. El reto mayor para la industria de las Fl es enriquecerlas con los
componentes funcionales encontrados de manera natural en la LM vy, si bien, hoy

12



en dia las Fl ya cuentan con factores bioactivos como lo son prebidticos, probiéticos,
lactoferrina, a- lactoalbumina y acidos grasos poliinsaturados (acido araquidonico y
docosahexaenoico), la composicion de la leche humana en su totalidad, asi como
su dinamismo y la respuesta a las necesidades del lactante, termina siendo
inigualable (Aly et al., 2016).

De acuerdo con la OMS, solo se considera contraindicada la lactancia por
parte de la madre en los siguientes casos: enfermedad grave que impida que la
madre pueda cuidar a su lactante, herpes simple tipo |, medicamentos
psicoterapéuticos sedantes, antiepilépticos y opioides, ante el uso de iodo
radioactivo, uso excesivo de yodo o yoddéforos tépicos, quimioterapia citotoxica y
virus de inmunodeficiencia humana si la alimentacién con Fl.es-aceptable, factible,
asequible, sostenible y segura. Las contraindicaciones por parte del lactante son:
diagnoéstico de galactosemia clasica, enfermedad de la orina en jarabe de arce y
fenilcetonuria (OMS, 2010). El uso de FI como una alternativa para contribuir a la
seguridad alimentaria y nutricion debe quedar limitada a las circunstancias que

verdaderamente lo ameriten en este sector de la poblacion.

2.5Sistema inmunoldgico en lactantes

El periodo posparto marca una ventana crucial, y a la vez de oportunidad
para el desarrollo del bebé, en la cual los factores dietéticos y ambientales tendran
gran impacto en su salud tanto a corto como a largo plazo, cumpliendo un papel
importante en la especializacion del SI. Este periodo coincide con el comienzo de la
lactancia, la cual estara presente en tres modalidades principales: lactancia materna
exclusiva (LME), FI o una combinaciéon de ambas: lactancia mixta (Gregory &
Walker, 2013; Dawod et al., 2019).

La susceptibilidad de los neonatos a las enfermedades infecciosas es una
consecuencia directa de la dificil adaptacién inmunolégica durante el periodo de
transicion del ambiente intrauterino al ambiente extrauterino. La ontogenia del Sl
comienza desde el embrion y se completa afios después del nacimiento. La

inmunidad innata es de gran importancia durante los primeros afios de vida, ya que
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la especializacion del S| adaptativo se realizara mediante interacciones con el medio

ambiente en las superficies mucosas (Chirico et al., 2008; Gregory & Walker, 2013).

El feto, desarrollado en un ambiente relativamente estéril, carece de
experiencia antigénica. Durante la vida fetal se presenta una respuesta citotoxica
reducida, asi como una baja respuesta de linfocitos T frente a antigenos, baja
especializacion de linfocitos T y B, sintesis inadecuada de citocinas, deficiencia en
la produccion de anticuerpos y baja actividad de neutrofilos, sistema de
complemento y células natural killer, siendo todos estos factores responsables del
S| poco especializado del lactante que lo hacen mas susceptible frente a antigenos
infecciosos y ambientales sobre todo a nivel de las membranas mucosas (Chirico et
al., 2008; Garofalo, 2010; Brenmoehl et al., 2018).

Por lo tanto, la LM, ademas de nutrir, se encarga de mantener el vinculo
inmunolégico materno-fetal y favorece la transmision de inmunocompetencia de la
madre al bebé contribuyendo al sistema de defensa neonatal durante un periodo
delicado y crucial. Razén por la cual, la LM se ha considerado como la primera
vacuna que recibe el lactante, brindando inmunidad pasiva que ayuda a prevenir
enfermedades infecciosas, principalmente aquellas del tracto respiratorio y
gastrointestinal, evitando la traslocacion de patdgenos (Schack-Nielsen et al., 2007;
Chirico et al., 2008; Garofalo, 2010; Garcia-Lopez, 2011; Andreas, et al., 2016).

La habilidad de la leche humana de proveer proteccion pasiva y modular el
desarrollo de las respuestas inmunitarias sistémicas y de las membranas mucosas
esta ligada -a una mezcla de sustancias con actividad antimicrobiana,
antiinflamatoria e inmunomoduladora. La LM también puede contribuir a una
estimulacién activa del S| del bebé por medio de la transferencia de citocinas y
factores de crecimiento (Ustundag et al.,, 2005; Schack-Nielsen et al., 2007;
Garofalo, 2010).

Las citocinas presentes en la LM tienen funciones importantes en el SI del
lactante y son producidas en la glandula mamaria por células epiteliales mamarias
o por células de la leche como los leucocitos, principalmente células T y macrofagos.
Las citocinas son patrticipes en la respuesta inmunoldgica, el desarrollo de tejidos,
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pueden actuar como hormonas, también sirven como agentes pro y
antiinflamatorios, regulan respuestas inflamatorias estimuladas por antigenos,
funcionan como neutralizadores de los efectos dafinos de patdégenos y como
inductores de especializacion y desarrollo del Sl (Chirico et al., 2008; Gregory &
Walker, 2013; Brenmoehl et al., 2018).

Una vez que el lactante ha nacido, es necesaria la exposicion al antigeno
para la especializacion de las funciones inmunologicas y el crecimiento de los
organos inmunoldgicos (timo). Las citocinas proinflamatorias preparan a los
linfocitos intestinales para proteger a los recién nacidos frente a diversas infecciones
inmediatamente después del nacimiento. Las citocinas en el calostro estimulan la
liberacion de IL-1pB, IL-3 e IL-6 de las células mononucleares de la sangre periférica
del lactante. La IL-1p activa la secrecion de TNF-a por parte de los monocitos y las
células T auxiliares para generar citocinas que, a su vez, activaran los macréfagos
y apoyaran el establecimiento de la inmunidad celular del lactante (Chirico et al.,
2008; Brenmoehl et al., 2018).

La LM también contiene factores bioactivos que son capaces de inhibir la
inflamacion, como los antioxidantes, las IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10, factor de
crecimiento transformante, inhibidores de proteasa de leucocitos secretores y
defensina 1 (Andreas et al., 2016).

La funcion de la LM va mas alla de la nutricion, la LM es también proteccion.
El Sl de la leche humana, ademas de proteger al lactante nacido a término, protege
a aquellos lactantes nacidos pretérmino. La funcion de la LM varia también en
funcién de la edad gestacional. El lactante prematuro es mas susceptible a
desarrollar infecciones y dafio causado por los procesos inflamatorios (Ustundag et
al., 2005; Castellote et al., 2011) y segun lo encontrado por Castellote et al. (2011),
aungue en los bebés extremadamente prematuros esta respuesta compensatoria
parece dificil de desencadenar, se mostré6 que los mecanismos compensatorios
lactogénicos aceleran el desarrollo de los lactantes pretérmino nacidos después de

las 30 semanas de gestacion (SDG).
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2.6 Estrés oxidativo en lactantes

Las ERO tienen efectos tanto benéficos como dafiinos en el organismo.
Dentro de los efectos dafinos se encuentra el EO, el cual ocurre cuando la
produccion de ERO sobrepasa la capacidad antioxidante o cuando el sistema
antioxidante funciona de manera inadecuada. En otras palabras, el EO se origina
cuando se pierde el equilibrio entre los RL y los antioxidantes. En el lactante este
EO esta implicado en enfermedades neonatales y podria tener un efecto también a
largo plazo (Granot et al., 2004; Gitto et al., 2012; Yuksel et al., 2015; Aceti et al.,
2018).

Al nacer, se estima que el lactante soporta tensiones de oxigeno
aproximadamente 5 veces superiores a las que experimenta en su vida intrauterina;
mientras que, en los prematuros, son 10 veces mas. El cambio del ambiente
intrauterino en dénde el feto esta expuesto a condiciones de hipoxia (PO2 20-25
mmHg), al ambiente extrauterino con condiciones norméxicas (PO2 100 mmHg),
produce en el lactante un cambio drastico que lo lleva a la necesidad de una
adaptacién subita sistémica y pulmonar. Esta transicion pulmonar se basa en una
distencioén alveolar debida a la inspiracién, que a su vez activa la sintasa de 6xido
nitrico endotelial, la cual es una enzima implicada en la generacion de 6xido nitrico.
Lo anterior lleva a la vasodilatacion, permitiendo una adaptacién gradual del sistema
cardiovascular neonatal; ademas, las primeras respiraciones también implican un
aumento en la generacion de ERO que si no son neutralizadas de manera adecuada
por medio de los sistemas antioxidantes producen EO (Sandal et al., 2013; Mutinati
et al., 2014; Yuksel et al., 2015; Aceti et al., 2018).

Los pulmones de los lactantes pretérmino sufren una lesion mas grave que
aquellos de los lactantes a término. Con las primeras respiraciones postnatales, el
estiramiento excesivo que se produce, debido al volumen alveolar reducido, el déficit
de liquido surfactante y la matriz celular no completamente desarrollada,
representan factores predisponentes para el desarrollo de inflamacion pulmonar
cronica y aumento en la generacién de ERO, si aunado a esto, existe la necesidad
de que esté expuesto a la oxigenoterapia, este efecto es alin mayor. Dicho todo lo
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anterior se puede afirmar que el recién nacido a término y pretérmino es mas
susceptible a desarrollar EO que los nifios o los adultos (Gitto et al., 2012; Mutinati
et al., 2014).

Buonocore & Perrone. (2006) observaron que la concentracion de
hidroperoxidos totales y los productos proteinicos oxidativos avanzados
aumentaron en el plasma de neonatos a término y pretérmino desde el nacimiento
hasta los 7 dias de vida, dando sefal que el EO comienza de manera temprana en

un grupo de poblacion particularmente susceptible.

Esta susceptibilidad de los recién nacidos al dafio oxidativo es secundaria a
una menor respuesta del sistema antioxidante en la cual, la actividad de las enzimas
GPx, SOD y CAT y los niveles de vitamina E y acido ascorbico, son bajos. Se ha
observado en estudios con modelos animales, que la actividad de las enzimas
antioxidantes aumenta en las ultimas semanas del embarazo; por esta razon, los
neonatos prematuros resultan aun mas vulnerables (Buonocore & Perrone, 2006;
Sandal et al., 2013).

Durante el periodo perinatal, la hiperoxia, la reperfusion isquémica, la hipoxia,
la activacién de neutréfilos y macréfagos y el metabolismo de las prostaglandinas
en los neonatos, y mas especificamente en los prematuros, incrementan la toxicidad
por RL y sus productos (peroxidasas lipidicas y proteinicas). Lo anterior aumenta el
EO, el cual puede contribuir al dafio de las membranas celulares por medio de la
peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas que pueden desencadenar
alteraciones -en. su estructura o dafio en ADN induciendo fragmentacion,
modificaciones de bases y roturas de hebras que resultan en mutaciones, procesos
degenerativos y oncogénesis (Buonocore & Perrone, 2006; Sandal et al., 2013;
Mutinati et al., 2014).

La asfixia perinatal, en el feto o el neonato, es resultado de la hipoxia o
isquemia; si bien, practicamente todos los érganos del cuerpo se ven afectados por
la asfixia que conduce a un dafilo multiorganico, la agresion mas grave se produce
en el sistema nervioso central. EI mecanismo de lesiéon celular después de la hipoxia

0 isquemia es poco conocido, puede estar mediado por una liberacion excesiva de
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neurotransmisores, la generacion de ERO y ERN vy el inicio de la peroxidacion
lipidica (Gitto et al., 2012).

Los eritrocitos fueron las primeras células en revelar la susceptibilidad de los
recién nacidos ante el EO, probablemente porque estas células presentan una
mayor sensibilidad a la peroxidacion durante esta etapa. EI EO provoca la oxidacion
de la hemoglobinay el dafio de la membrana de los eritrocitos a través de la reaccién
de Fenton. Este dafio a glébulos rojos al igual que en otras células depende del
equilibrio de produccion y eliminacion de ERO (Buonocore & Perrone, 2006).
Ademas de esto, los altos valores de acidos grasos poliinsaturados que presentan
las membranas celulares de neonatos al compararlas con las membranas celulares

de los adultos, las hace aun mas susceptibles al proceso de oxidacion.

Teniendo en cuenta lo anterior se ha postulado que el EO esta implicado en
el desarrollo de enfermedades neonatales que pueden deteriorar la vitalidad y el
crecimiento del lactante, asi como afectar su desarrollo fisiolégico. Entre estas
enfermedades estan displasia broncopulmonar, enfermedad pulmonar croénica,
leucomalacia periventricular, encefalopatia neonatal, retinopatia del prematuro,
disfunciones renales neonatales'y enterocolitis necrotizante, las cuales son
conocidas colectivamente como “enfermedades relacionadas con RL” (Shoji et al.,
2003; Yao et al., 2010; Gitto et al., 2012; Sandal et al., 2013; Mutinati et al., 2014).

Naturalmente el organismo se encuentra expuesto a oxidantes originados por
fuentes tanto exdgenas como endogenas. En las fuentes exdgenas se incluyen
contaminantes. del aire, gases nocivos, productos quimicos, toxinas, bacterias
patégenas y virus. Mientras que, las fuentes enddgenas incluyen enzimas que
indirectamente producen ERO. Los neutréfilos también pueden contribuir a la
produccion de ERO, ya que después de su activacion estos experimentan un
estallido respiratorio dando como resultado liberacion de estos compuestos,
principalmente anion superoxido (O2), H202 y &acido hipocloroso (HOCI), y de
proteinas cationicas, entre otros, que favorecen a la muerte bacteriana. Estos
compuestos también pueden actuar sinérgicamente para causar dafio oxidativo en
los tejidos (Buonocore & Perrone, 2006; Granot & Kohen, 2004).
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Nuestro organismo se ha adaptado para sobrevivir bajo un flujo continuo de
ERO a nivel celular, que a concentraciones basales juegan papeles muy
importantes en los mecanismos de defensa y homeostasis. Entre los mecanismos
de adaptacion del organismo, los sistemas antioxidantes son de gran importancia
(Granot & Kohen, 2004).

Para el lactante, la LM resulta ser el mejor protector ya que, a comparacion
de la Fl, cuenta con propiedades antioxidantes que neutralizan los RL y reducen la
formacion de radicales peroxilo en los neutrofilos. La nutricion infantil temprana
resalta, por lo tanto, la importancia del rol de la lactancia en maximizar la
especializacion del Sl y la proteccion del lactante contra infecciones y ante el EO
(Shoji et al., 2003; Yao et al., 2010; Sandal et al., 2013; Hassiotou & Geddes, 2015;
Matos et al., 2015; Yuksel et al., 2015; Aceti et al., 2018).

La LM es, entonces, un mediador de proteccion dinamico que se ajusta a las
necesidades del lactante y a menudo funge como factor determinante para la
recuperacion y supervivencia del neonato, ya que se ha demostrado que aquellos
lactantes alimentados al seno materno, presentan menor riesgo de desarrollar
enfermedades relacionadas con_RL, reducen su susceptibilidad gastrointestinal,
respiratoria y a otras infecciones en comparacion con los lactantes alimentados con
FI (Sandal et al., 2013; Mutinati et al., 2014; Hassiotou & Geddes, 2015). Los
lactantes alimentados con Fl carecen de los efectos protectores brindados por los
sistemas antioxidantes y demas factores bioactivos que son capaces de reducir el
estimulo inflamatorio. La capacidad antiinflamatoria de la LM esta intimamente
relacionada con su capacidad antioxidante y en ausencia de esta los lactantes
quedan vulnerables frente a situaciones de EO e inflamacion. Es por esto por lo que
la ausencia de lactancia materna y el consumo de Fl se han relacionado con el
desarrollo de procesos inflamatorios en el organismo del lactante, que pueden dar
pie al desarrollo de enfermedades graves tanto a corto como a largo plazo. La LM
tiene efectos positivos en la prevencion del desarrollo de diferentes desordenes y
patologias que no se limitan a la infancia, sino que tiene beneficios durante toda la
vida (Hsieh et al., 2015).
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Ejemplo de lo anterior es la evidencia de la relacion de la lactancia materna
y la prevencion de enfermedades no infecciosas como obesidad, aterosclerosis,
diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, alergias, procesos patoldgicos
autoinmunes graves, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, artritis reumatoide y
cancer, entre otras (Hsieh et al., 2015). Muchas de estas enfermedades se
relacionan con procesos de inflamacion y EO, y que pueden comenzar desde la

primera etapa de la vida.
2.7 La saliva como medio para el analisis

La monitorizacidon cercana de los agentes de inflamacion 'y sistemas
antioxidantes puede lograrse mediante técnicas no invasivas.como es el analisis por
medio de saliva (Pei Wen et al.,, 2016). La saliva es un fluido de composicion
compleja y parecida al plasma, contiene moléculas-organicas e inorganicas, es
ligeramente acida (pH = 6.0-7.0) y su composicién consta de 99 % agua y el resto
(1 %) iones, electrolitos, minerales, mucinas, proteinas plasmaticas, leucocitos,
hormonas, enzimas, inmunoglobulinas, citocinas y otros compuestos (Greabu et al.,
2009; Spielmann et al., 2011; Maciejczyk et al., 2018).

Tres pares de glandulas principales se encargan de la secrecion del 90 % de
la saliva total, la glandula parétida, submandibular y sublingual. También existen
otras glandulas menores debajo de la mucosa oral que se encargan de la
produccion del restante 10 %; por lo tanto, la composicion de la saliva dependera
del tipo de glandula en la que es producida. La saliva total no estimulada es
producida en-un 60 % en las glandulas submandibulares y en un 20 % por las
glandulas parétidas; mientras que, la saliva estimulada es producida en un 50 % en
las glandulas submandibulares y 40 % en las glandulas parétidas. Las glandulas
parotidas van a brindar el aporte principal de antioxidantes salivales (Spielmann et
al., 2011; Maciejczyk et al., 2018).

La saliva tiene mudltiples funciones fisioldgicas como la digestién oral, la
deglucién, la degustacion de alimentos, lubricacion de los tejidos, mantenimiento de
la integridad dental, proteccion antibacteriana y antiviral, y puede representar el

medio perfecto para el analisis y la vigilancia de la salud (Spielmann et al., 2011).
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De manera general, las sustancias quimicas contenidas en la saliva se
pueden clasificar de dos formas: compuestos producidos en las glandulas salivales
y los transportados del plasma a la saliva, lo que resulta de gran importancia al
momento de usar la saliva como herramienta diagnostica, ya que muchos de sus

componentes reflejan su concentracion en plasma (Maciejczyk et al., 2018).

El transporte de compuestos de la sangre a la saliva se realiza al pasar a
través de las células por difusién intracelular pasiva y transcelular y transporte
activo, o rutas paracelulares por ultrafiltracion extracelular dentro de las glandulas
salivales o0 a través del surco gingival, por la cual los compuestos que se encuentran
en la sangre también pueden encontrarse en la saliva, aunque en menor proporcion
(Spielmann et al., 2011).

El muestreo de saliva es un procedimiento no-invasivo de facil recoleccion,
tiene un bajo costo y no genera estrés, ademas presenta una vida Util relativamente
larga en comparacion con la sangre (Greabu et al., 2009; Pei Wen et al., 2016;
Maciejczyk et al., 2018), lo que lo hace un proceso mas seguro y factible,
principalmente en poblacion infantil. El uso de saliva tiene un gran potencial en
estudios dirigidos a analizar la magnitud, el curso a través del tiempo y la variabilidad
en respuestas inmunitarias (Pei Wen et al., 2016; Nair et al., 2017), ya que sus
componentes actian como espejo de la salud del organismo (Greabu et al., 2009).
Por lo anterior, el andlisis de saliva en lactantes puede ser de gran utilidad para
evaluar el efecto de la lactancia materna sobre marcadores antioxidantes y de

inflamacion.

2.8 Antecedentes

Existe un creciente interés en la comunidad cientifica por conocer los
compuestos de la LM que desempefian funciones de proteccion en los lactantes,
asi como investigar los efectos que estos compuestos tienen sobre su organismo.
También hay un gran interés sobre el uso de métodos alternativos al muestreo de
sangre para el analisis del estado fisiologico en diferentes grupos poblacionales.

Frente a esto, el uso de saliva como herramienta diagnostica ha destacado dado
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sus ventajas, las cuales son principalmente menor costo, mayor accesibilidad y

menor indice de estrés entre los participantes.

Los estudios en donde se utiliza la saliva como prueba diagnéstica en
lactantes aun son escasos. Si bien, estos estudios son utilizados en la actualidad
para medir sistemas antioxidantes, marcadores de inflamacién y capacidad
antioxidante total, son realizados mayormente en nifios o en adultos, predominando

entre los lactantes el uso de muestras de sangre y orina.

En cuanto a la evaluacion de sistemas antioxidantes Da Silva et-al. (2016)
analizaron muestras de saliva no estimulada en 60 nifios de un rango de edad de 0
a 3 afios. El objetivo fue evaluar los niveles de EO y los sistemas antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos frente a la presencia de caries severa en la primera
infancia. La poblacién fue dividida en dos grupos, grupo de caries severa en la
primera infancia y grupo libre de caries. Para evaluar la capacidad antioxidante total
se realizo la prueba de FRAP y en cuanto a los sistemas antioxidantes enzimaticos
se midio la SOD. La capacidad antioxidante resultd mayor (p< 0.05) en la saliva de
los nifios con presencia de caries, lo-mismo se observé con los sistemas
antioxidantes enzimaticos (p< 0.05) y no enzimaticos (p< 0.0001). Los autores
sugirieron que el aumento de la actividad de los sistemas antioxidantes podria ser
un mecanismo compensatorio para reducir el dafio oxidativo, ya que su funcién es
proteger a los tejidos orales contra los efectos dafinos de las ERO enddgenas o

exdgenas.

Maciejezyk et al. (2018) reportaron resultados similares al evaluar
indicadores de EO, sistemas antioxidantes y estado oxido-reductivo en saliva y
plasma de nifios de 5 a 18 afios con enfermedad renal cronica (ERC) (n= 25) y en
un grupo control (n= 25). Estos investigadores notaron un incremento en la actividad
de los sistemas antioxidantes en el grupo de casos, en donde la saliva estimulada
tuvo una actividad aumentada de la SOD y GPx (p< 0.0005 y p< 0.05
respectivamente). La capacidad antioxidante total también mostro valores mas altos
(p= 0.0054); mientras que, el GSH fue significativamente menor en este mismo

grupo (p= 0.0299) al compararlo con los controles sanos.
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Referente al andlisis de marcadores de inflamacion en muestras de saliva
Riis et al. (2015) realizaron un estudio en saliva de 125 nifios de 5 afios de edad en
donde se examinaron las intercorrelaciones de las citocinas y las asociaciones con
factores demograficos y de salud. Las citocinas se midieron por medio de
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia obteniendo una concentracion de IL-
1B de 212.12 + 417.50 pg/mL y de TNF-a de 4.18 + 8.55 pg/mL (X + DE). Winkler et
al. (2001) también midieron la concentracion de marcadores de inflamacion en
muestras de saliva de 147 nifios en un rango de edad de 8 a 10 afios, con el objetivo
de detectar marcadores proinflamatorios involucrados en la inmunidad local de la
cavidad oral. Para la medicion del TNF-a se utilizé un kit de ELISA tipo sandwich y
se observd una concentracién de 6.8 + 0.5 pg/mL (X + EE), concluyendo ambos
estudios que los procesos inmunoldgicos orales estan altamente coordinados y que
la presencia en la cavidad oral de estas citocinas implica la necesidad de estos

componentes en la inmunidad local.

Los estudios de evaluacion de capacidad antioxidante total se realizan de
manera mas comun en lactantes, en comparacion con otro tipo de estudios como la
medicion de sistemas antioxidantes y marcadores de inflamacion. La capacidad
antioxidante total en lactantes se analiza principalmente en plasma. Aycicek et al.
(2006) realizaron un estudio. en donde examinaron el efecto de la LM sobre la
capacidad antioxidante total, el peréxido total y el indice de estrés oxidativo (IEO)
en plasma de 28 lactantes alimentados con LME y 26 lactantes alimentados con Fl
con un rango de edad de 3 a 6 meses, encontrando que la capacidad antioxidante
total fue significativamente mayor (p< 0.013) en el grupo de LME (2.27 + 0.21 mmol
ET/L) en comparacién con el grupo de FlI (2.02 £ 0.25 mmol ET/L); mientras que,

los valores de peroxido total y IEO fueron significativamente menores.

Shoji et al. (2003) obtuvieron resultados similares al comparar los niveles de
EO por medio de la medicion de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) en
manchas de orina de 41 lactantes de 1 mes de edad, los cuales se dividieron en 4
grupos: 1) LM (n=10); 2) Mixta (alimentacién 50-90 % con LM) (n=10): 3) Mixta (50-
90 % FI) (n=11) y 4) FI (n= 10). La 8-OHdG es producida a consecuencia del dafio
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oxidativo al nucleésido desoxiguanosina con su consecuente excrecion en la orina;
por lo que, este compuesto se utiliza como marcador sensible del dafio oxidativo al
ADN. En su estudio los autores encontraron que la excrecion urinaria de 8-OHdG
fue significativamente menor en el grupo de LM en comparacién con los grupos de
lactancia mixta (50-90 % Fl) y FI.

Ledo et al. (2009) también evaluaron los marcadores de EO en manchas de
orina de lactantes prematuros alimentados con LM (n=299) o FI (n=34) por medio
de la relacion 8-OHdG/2’-desoxiguanosina (2dG) y la relacion o-Tyr/Phe. La o-Tyr
se forma por la reaccion de radicales hidroxilos con fenilalanina, este compuesto se
desecha en orina y es considerado un marcador de EO. Como resultado los
investigadores observaron al igual que Shoji et al. (2003), que el grupo alimentado
con Fl tenia una excrecion significativamente mayor de 8-OHdG/2dG (p<0.02) y de

o-Tyr/Phe (p<0.01) en comparacién con el grupo alimentado con LM.

Yao et al. (2010) realizaron un estudio en un modelo de cultivo celular
gastrointestinal pretérmino in vitro, con el fin de analizar las propiedades
antioxidantes de la LM, encontrando que la LM mejor6 el EO en el cultivo y redujo

el dafio oxidativo del ADN inducido por el H202.

Estos ultimos estudios concluyeron que la LM ofrece mayor proteccion
antioxidante en el lactante al compararlo con la Fl, resultando en un menor dafio
oxidativo a nivel del ADN (Shoji et al., 2003; Aycicek et al., 2006; Ledo et al., 2009;
Yao et al., 2010).

Hay mayor proporcion de estudios realizados en LM o FI en comparacion con
los estudios realizados en muestras bioldgicas de lactantes. L’Abbe et al. (2000)
analizaron muestras de LM a lo largo del tiempo (de la semana 1 ala 8 y en la
semana 12 postparto) en madres con lactantes a término (n= 15) y pretérmino (n=
19). El objetivo del estudio fue analizar los cambios en la actividad enzimatica de la
SOD y GPx y determinar las posibles diferencias en la actividad enzimatica de la
leche de madres con lactantes a término y pretérmino. Estos investigadores

encontraron que la actividad de la GPx fue mas elevada en la leche de madres con
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lactantes pretérmino en la semana 1, 2 y 7, mientras que la actividad de la SOD se

mantuvo mas elevada en las muestras de lactantes a término.

Ankrah et al. (2000) analizaron muestras de LM de transicion (n= 15) y LM
madura (n= 32) de 47 mujeres de 19 a 40 afios, en donde evaluaron los niveles de
GSH de acuerdo con el tipo de almacenamiento de la leche, la cual fue dividida en
cuatro grupos: 1) Leche fresca, analizada inmediatamente después de su
recoleccion; 2) Leche almacenada a temperatura ambiente por 2 h; 3) Leche
almacenada a 4 °C por 2 h y 4) Leche almacenada a -20 °C por 2 h. Los resultados
indicaron una pérdida sustancial de GSH de 73 - 80.6 % @ posterior al

almacenamiento.

Un estudio similar al anterior fue llevado a cabo por Xavier et al. (2011)
quienes evaluaron la capacidad antioxidante total por medio del método de
fosfomolibdato en muestras calostro, leche de transicion y leche madura
almacenadas bajo diferentes condiciones. Estas muestras se obtuvieron de mujeres
con lactantes a término (n=10) y pretérmino (n=10). En el mismo estudio se agregd
otra cohorte de 20 mujeres con lactantes atérmino (n=10) y pretérmino (n=10) que
tenian de 5 a 12 meses lactando. Las muestras se almacenaron como a
continuacion se indica: 1) Temperatura ambiente; 2) Refrigeradas por 48 h a 4 °C;
3) Refrigerada 1 semana a 4 °C; 4) Refrigerada 48 h a -8 °C y 5) Refrigerada 1
semana a -8 °C. Los investigadores observaron una disminucion significativa de la
capacidad antioxidante, concluyendo al igual que Ankrah et al. (2000) en la
importancia de la concientizacion y la reduccion de la practica de almacenamiento

de la LM para su uso posterior.

Dado los resultados encontrados por los estudios anteriores es importante
destacar que, aun cuando algunos de los compuestos bioactivos de la LM tienen
una vida corta y se ven afectados al ser almacenados en refrigeraciéon o
congelacion, los beneficios de la LM almacenada frente a la Fl siguen siendo

mayores.

En otro estudio, Yuksel et al. (2015) analizaron la actividad oxidante y

antioxidante de la leche humana durante la lactancia, midiendo los niveles de
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malondialdehido (MDA), 6xido nitrico, lactoferrina y actividad de la SOD y CAT en
muestras de LM de 20 mujeres durante tres periodos de tiempo: 1) 24-48 h
postparto; 2) 7 dias postparto y 3) 14 dias postparto. Las enzimas antioxidantes
mostraron mayor actividad en las muestras analizadas de calostro, resaltando su
importancia durante las primeras horas de vida del bebé, sin dejar de lado que la
reduccion de los antioxidantes parece coincidir con las necesidades cambiantes del

bebé en crecimiento.

Los marcadores de inflamacion fueron evaluados por Riskin et al.(2012) en
muestras de leche (n=31) de mujeres con lactantes de 0-3 meses hospitalizados
por presentar fiebre con o sin otros sintomas y en muestras de leche de mujeres
(n=20) con lactantes sanos. Los resultados mostraron que la concentracion de TNF-
a fue mayor en la LM del grupo de los lactantes con fiebre en comparacién con el
grupo control. Lo cual respalda la naturaleza dinamica de la defensa inmunolégica

proporcionada por la lactancia materna en los bebés enfermos.

Freitas et al. (2019) obtuvieron resultados similares en su estudio al analizar
los niveles de citocinas en LM (calostro y leche madura) de mujeres con preeclamsia
y lactantes prematuros (n= 114) y controles sin preeclamsia con lactantes
prematuros (n= 114). Observando una asociacidon entre niveles mas altos de
citocinas proinflamatorias (IL-1p e IL-6) en calostro y la presencia de preeclamsia
en la madre; mientras que, en la leche madura, las concentraciones de IL-6 e IL-8
fueron mas bajas que las del grupo control. Para el grupo con preeclamsia, los
niveles de citocinas no disminuyeron entre la transicion de calostro a leche madura.
Sin embargo, este cambio si sucedio en el grupo control. Los resultados obtenidos
llevaron a los investigadores a la hipotesis de que en la preclamsia las diferencias
en los niveles de citocinas de la LM representan un mecanismo compensatorio
activo de la glandula mamaria destinado a proporcionar proteccion inmunolégica al

neonato.

La determinacion de la capacidad antioxidante total es una de las estrategias

mas comunmente utilizadas para evaluar el equilibrio entre RL y antioxidantes; por
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lo cual, maltiples investigaciones han descrito la determinacion de este pardmetro
en la LM (Matos et al., 2015).

Zarban et al. (2009) utilizaron las pruebas de FRAP y DPPH en muestras de
LM de mujeres con lactantes a término (n=505) que se tomaron en diferentes etapas
de la lactancia: 1) 2 + 1 dia postparto (n= 115); 2) Dia 7 + 3 (n= 97); 3) Dia 30 + 3
(n=102); 4) Dia 90 + 7 (n= 100) y 5) Dia 180 + 10 (n= 91). El objetivo de su estudio
fue medir los cambios en la capacidad antioxidante total y la actividad captadora de
RL en leche humana durante los primeros seis meses de vida. De acuerdo con sus
resultados, estos investigadores sugieren que el consumo de calostro en los
primeros dias de vida es esencial debido a su alta capacidad antioxidante, la cual
va disminuyendo conforme aumenta la edad del lactante. Este resultado es similar
al observado por Yuksel et al. quienes también atribuyeron al calostro una alta
capacidad antioxidante al medir la actividad de la-SOD y CAT y observaron que

estas enzimas disminuian conforme las etapas de la lactancia cambiaban.

Quiles et al. (2006) también observaron en su estudio una mayor capacidad
antioxidante en el calostro al compararlo con la leche de transicion y la leche
madura. Ellos analizaron muestras de LM de mujeres (n= 30) con lactantes a
término (n= 15) y pretérmino (n= 15) recolectadas a los 3 dias (calostro), 8 dias
(leche de transicion) y 30 dias (leche madura) postparto. Sus resultados indicaron
que el calostro y la leche de transicion del grupo de término tuvo mayor capacidad
antioxidante total que las muestras del grupo pretérmino y que la capacidad

antioxidante disminuye durante las etapas de lactancia.

En-otro estudio Sandal et al. (2013) determinaron el estado antioxidante y
oxidante total del calostro (n= 184), pero esta vez en lactantes a término (n= 92) y
lactantes pretérmino (n= 92), sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras de LM de ambos grupos en cuanto a la capacidad

antioxidante total, el IEO y el estado oxidante total.

Estos estudios han demostrado que la capacidad antioxidante total es mayor
en calostro, lo cual concuerda con la etapa de vida en la cual el lactante se
encuentra mas vulnerable frente a las ERO. Conforme el Sl del lactante se va
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especializando, el contenido de sistemas antioxidantes y como consecuencia, la
capacidad antioxidante, comienzan a disminuir en la LM (Quiles et al., 2006; Zarban
et al., 2009; Sandal et al., 2013; Matos et al., 2015; Yuksel et al., 2015).

Oveisi et al. (2010) compararon la capacidad antioxidante total de la LM (n=
140) y la FI (n= 80) mediante el método FRAP. Sus resultados mostraron que la
capacidad antioxidante total es significativamente mayor en la LM. En otro estudio
Ezaki et al. (2008) compararon la capacidad antioxidante total de LM de madres con
bebés prematuros (n= 56) y Fl para bebés prematuros (n= 12) utilizando la prueba
del potencial antioxidante biolégico. Las muestras de LM se recolectaron entre los
dias 4 - 145 después del parto y se observé que la capacidad antioxidante total fue
mas alta en la LM (p< 0.0001). Concluyendo en ambos estudios que la LM provee
mayor capacidad antioxidante y que el uso temprano de la LM es extremadamente

importante y Gtil en la proteccién del lactante contra el EO.

Tijerina-Saenz et al. (2009) utilizaron el ensayo de capacidad de absorcion
de radicales oxigeno (ORAC) con el fin de medir la capacidad antioxidante total y
buscar correlaciones con otros componentes de la leche humana (vitamina A, E y
acidos grasos). Ellos analizaron muestras de LM madura (n= 60) y observaron que
la capacidad antioxidante de la LM se atribuia positivamente a la concentracion del
a-tocoferol (p<0.05). Concluyendo de esta forma, que el a-tocoferol contribuye de

manera importante en la estabilidad oxidativa de la leche humana.

Por su parte, Mehta et al. (2014) realizaron un estudio en LM de madres con
lactantes prematuros para identificar la asociacion entre la capacidad antioxidante
total y las proteinas bioactivas, como: la lisozima, lactoferrina, leptina y
adiponectina. Las muestras fueron otorgadas por 15 mujeres y se recolectaron en
4-tiempos diferentes: 1) dia 6-8; 2) dia 13-15; 3) dia 20-22 y 4) dia 27-29 postparto.
Los resultados mostraron que las proteinas bioactivas pueden aumentar la
capacidad antioxidante de la LM, lo que puede ser beneficioso para los bebes
extremadamente prematuros (24-31 SDG) con alto riesgo de disfuncion de

mecanismos antioxidantes y patologia inducida por ERO. Estas proteinas bioactivas
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ausentes de las Fl respaldan el uso de la LM como el alimento ideal para los

neonatos tanto prematuros como a término.

Akdag et al. (2014) llevaron a cabo un estudio en donde evaluaron la
capacidad antioxidante y el estado de oxidacion total de muestras de LM fresca y
congelada (-80 °C) de lactantes prematuros (31.2 + 2.9 SDG). Para este estudio
recolectaron muestras de calostro de 98 mujeres sanas dentro de los 4 dias
después del parto. Las muestras fueron divididas en dos partes, aquellas para el
andlisis inmediato y las muestras sometidas a congelacién a -80 °C por tres meses.
De acuerdo con los resultados no se encontraron diferencias significativas entre las
muestras de calostro frescas y congeladas en cuanto a los parametros medidos
(capacidad antioxidante total, estado de oxidacion total e IEO) (p> 0.05). Ellos
concluyeron que el almacenamiento de la LM de lactantes prematuros a -80 °C
durante tres meses conserva la capacidad antioxidante sin alterar el estado

oxidativo de la leche humana.
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Il JUSTIFICACION

La LM cumple con un papel de proteccion, aparte de brindar nutricion al
lactante. Por lo tanto, la leche humana, la cual contiene sustancias antiinflamatorias
y antioxidantes, cumple un rol importante en la especializacion del S| del lactante
que lo protegera contra afecciones a corto, mediano y largo plazo.

Esta investigacion se enfoco en analizar las diferencias en la concentracion
(GSH) y actividad (GPx y CAT) de los sistemas antioxidantes, los marcadores de
inflamacion y la capacidad antioxidante total en la saliva de lactantes alimentados
con LM y lactancia mixta. Estas mismas pruebas fueron realizadas también en LM;

asimismo, se evalué la capacidad antioxidante total de la FI.

Hasta el momento, no hay estudios que hablen sobre la evaluacion de
sistemas antioxidantes o marcadores de inflamacion en muestras de lactantes
(sangre o saliva) con relaciéon al tipo de lactancia ofrecida (LME, Fl o lactancia
mixta). La capacidad antioxidante total se ha evaluado en los lactantes con relacion
al tipo de alimentacioén; sin embargo, estos estudios han sido realizados en sangre,
lo cual expone al lactante a un mayor grado de estrés al compararlo con el muestreo

en saliva.

En cuanto al andlisis de muestras de LM y FI, existen estudios que realizan
la comparacion de la capacidad antioxidante entre estos dos tipos de leche. La
cantidad de reportes-en dénde se mide la concentracién de citocinas en LM es
menor y, si hablamos de la medicidn de sistemas antioxidantes, esta informacion es
aun mas limitada. Merece la pena mencionar en este contexto, que no se
encontraron estudios en donde de manera simultanea se evaluaran los sistemas
antioxidantes y marcadores de inflamacion en LM y muestras de plasma o saliva de
lactantes. Por lo cual este estudio abre una nueva ventana al conocimiento en
cuanto a los niveles de sistemas antioxidantes, especificamente GSH, GPx y CAT
y marcadores de inflamacion (IL-1p y TNF-a) en la saliva de lactantes de acuerdo
con el tipo de lactancia ofrecida. Ello permite a la vez evaluar de manera simultanea

estos mismos marcadores en muestras de LM.
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HIPOTESIS

La saliva de lactantes alimentados con leche materna presenta concentraciones
menores de marcadores de inflamacion y mayor actividad de sistemas antioxidantes
en comparacion con la saliva de los lactantes alimentados con férmula infantil y
lactancia mixta. Asimismo, la leche materna contiene marcadores de inflamacion y
sistemas antioxidantes y presenta mayor capacidad antioxidante total en

comparacioén con la formula infantil.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los marcadores de inflamacion y sistemas antioxidantes en saliva de

lactantes y leche materna.

5.2 Objetivos especificos

1. Identificar la concentracion (GSH) y actividad (GPx y CAT) de los sistemas
antioxidantes en saliva y leche materna.

2. Analizar la concentracién de marcadores de inflamacion (IL-1B y TNF-a) en
saliva y leche materna por medio de la prueba de ELISA.

3. Evaluar la capacidad antioxidante por medio de las pruebas DPPH y FRAP

en saliva, leche materna y formula infantil.
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V. MATERIALES Y METODOS
6.1 Disefio del estudio
Estudio transversal, descriptivo y comparativo.

6.2 Definicién del universo

El reclutamiento y recoleccién de muestras de saliva y leche se llevd a
cabo en el Centro de Salud Satélite de la SESEQ y Expo bebé y nifios-- ediciones
24 y 25 llevadas a cabo en el centro de congresos de la ciudad de Querétaro--,
tras la invitacion a participar, la aceptacién voluntaria y el proceso de
consentimiento informado de las mujeres participantes. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo con base a los lineamientos éticos
establecidos por el protocolo de Helsinki. El proyecto fue previamente aprobado
por el comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales (no. de registro:
11675).

Los grupos comprendidos por las madres y los lactantes fueron:

e Grupo 1: Lactantes alimentados con LM de forma exclusiva.

e Grupo 2: Lactantes alimentados con FI + lactancia mixta.
Las muestras de leche se dividieron en:

e LM.
o FI.

6.3Tamano de la muestra

Se realiz6 el calculo de tamafio de muestra por medio de la formula de
dos medias paralelo, considerando un error alfa de 0.5 y un poder estadistico de
0.80, para detectar una diferencia de 0.25 mmol ET/L entre dos muestras con
una desviacion estandar de 0.25, obteniendo un tamafio de muestra de 16
individuos. Se agregd un porcentaje de pérdida del 20% obteniendo un total de

19 sujetos por grupo.
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Dado que no fue posible cumplimentar el tamafio de muestra en el grupo

de Fly lactancia mixta, el muestreo se realizo por simple disponibilidad. Se conté

con una n= 20 sujetos para el grupo de LME, n= 5 para el grupo de lactancia

mixta y n= 3 para el grupo de Fl. Se decidié sumar los grupos de Fl y lactancia

mixta para aumentar la poblacién (n=8) de estudio de lactantes alimentados con

FI, siendo ésta la clasificacion principal del estudio.

Las muestras también se analizaron a manera de prueba piloto con la

distribucién de los 3 grupos originalmente propuestos (LME, Fl y lactancia mixta).

6.4 Criterios de seleccion

6.4.1 Criterios de inclusién

6.4.2

Binomio madre-hijo sanos:
o Mujeres de 19 afios en adelante.
o Lactantes de 2 a 6 meses de edad que no hubieran iniciado con la
alimentacion complementaria.
o Mujeres que hayan aceptado participar en el estudio y firmaran el

consentimiento informado.

Criterios de exclusion

Mama

Haber cursado su embarazo con diabetes gestacional o alguna
enfermedad hipertensiva.

Haber presentado distocia.

En el caso de las mujeres lactantes, haber tomado medicamentos en los
ultimos siete dias.

Que durante el embarazo o lactancia hubiera cursado con alguna
toxicomania.

Presentar alguna enfermedad infecciosa.

Lactante

Que se encontrara tomado medicamento o los hubiera tomado en los

ultimos siete dias.
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e Haber sido vacunado en los ultimos siete dias.
e Que presente alguna enfermedad infecciosa o cronica.

e Presencia de fiebre al momento de la evaluacion

6.4.3 Criterios de eliminacion
¢ Que la madre decidiera abandonar el estudio.
e Que no se contara con la cantidad de muestra necesaria para las

determinaciones.

6.5 Procedimiento de recoleccidon de la informacién

6.5.1 Reclutamiento

Se realiz6 el cuestionario de seleccion (Anexo B) para determinar quiénes
serian incluidos en el estudio. Una vez aprobado el cuestionario se les explico
con detalle en qué consistia el estudio y tras la aceptacion a participar, se firmaba

el consentimiento informado (Anexo A).

Los cuestionarios y la toma de muestras se llevaron a cabo el mismo dia
de reclutamiento, en un horario comprendido de 9 am a 4 pm para la poblacién
gue se encontraba en el Centro de Salud Satélite, en donde se facilité el acceso
a un consultorio de manera que las mamas se sintieran comodas durante todo
el proceso. En cuanto a la poblacion reclutada en expo bebé y nifios, el horario
comprendido fue de 9 am a 8 pm y se adecud un espacio privado dentro del

stand para que las mamas pudieran extraer la muestra de leche.

6.5.2 Aplicacion de encuestas generales
Una vez firmado el consentimiento informado se realizaron los siguientes
cuestionarios:
a) Cuestionario del lactante (Anexo C). En donde se recolectaron datos como:
tipo de parto, hospital de nacimiento del lactante, primer alimento ofrecido
(leche materna o formula infantil), si la mama recibio orientacion previa sobre

como brindar lactancia materna y si se habia introducido algun otro tipo de
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alimento a la dieta del bebé hasta el momento de la realizacién del
cuestionario.

b) Formato socioecondmico (Anexo D).

6.5.3 Toma de medidas antropomeétricas del lactante

Se realiz6 la toma de peso, talla, circunferencia cefélica; a continuacion,

se especifican las técnicas realizadas:

El peso se tomo con la bascula pesabebés electronica de fina graduacion
(SECA; Alemania), la cual tiene una precision de 100g. La bascula se calibro y
se coloco sobre una superficie plana; posteriormente, se retir6 la ropa del
lactante dejandolo Unicamente con el pafial limpio, se colocé recostado sobre la

bandeja de la bascula y se tomo el peso en kilogramos (CDC, 1988).

La talla de lactante se tomé con el infantometro plegable (SECA;
Alemania), el cual tiene una precision de 1 mm. Se recostd al nifio sobre el
Infantdmetro con ayuda de la mama4, la cual se encargé de mantener la cabeza
del lactante con la porcidn del plano vertical de Frankfurt firme sobre la base fija
del infantdmetro. Posterior a esto, se colocaron cuidadosamente las piernas de
lactante en posicion recta y se apoy6 la planta de los pies contra el area movil

del Infantometro, registrandose la medicion en centimetros (CDC, 1988).

La circunferencia cefalica se midio con una cinta antropométrica metalica
(Lufkin; México). Con ayuda de la mama se sento al bebé sobre su regazo y se
sostuvo firmemente la cinta métrica alrededor de la cabeza del lactante en la
region supraciliar, considerando la parte mas prominente del area frontal y

protuberancia occipital. La medicion se expreso en centimetros (CDC, 1988) .
6.5.4 Obtencién de muestras de saliva

Se obtuvieron las muestras de saliva (2 mL) mediante aspiracion directa
de la boca por medio de pipetas Pasteur estériles, por lo menos media hora
después de haber realizado su ultima toma, con la finalidad de evitar la presencia

de residuos de leche. Las muestras se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL y
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se guardaron en una hielera con geles previamente congelados para mantener

la temperatura de almacenamiento baja. Posteriormente, las muestras se

trasladaron al laboratorio de Nutricibn Humana (FCN-UAQ) campus Juriquilla,

en donde se preservaron en el ultracongelador a una temperatura de -80 °C

hasta el momento de su andlisis.

6.5.5 Obtencion de muestras de leche

Se invit6 a la madre a pasar a un espacio comodo y privado. La extraccion

manual de leche la realizé ella misma de acuerdo con el método sefialado por la

OMS, la cual comprende los siguientes pasos:

Como primer paso la mama se lavé las manos cuidadosamente en el
lavamanos ubicado dentro del consultorio.

La mama procedi6é a tomar asiento y se le proporcioné un frasco estéril
para colocar la muestra de leche.

Se le indico colocar el dedo pulgar sobre el pecho por encima del pezoén
y la areola, y el indice por debajo, opuesto al pulgar. Con los otros dedos
se indico sostener el pecho.

Posteriormente, se le pidié que presionara el pulgar y el indice hacia la
pared toracica, evitando presionar demasiado para no bloquear los
conductos galactoforos.

Se le pidié presionar el pecho entre el pulgar y el indice para presionar
los senos lactiferos ubicados por debajo de la areola. Una vez realizado
este paso, se pidid a la mama hacer presion sobre el pecho y soltar en
repetidas ocasiones, preguntando si se sentia alguna molestia ya que de
ser asi la técnica no se estaba siguiendo correctamente.

Se indic6 hacer presion a los lados de la areola para asegurar que la leche
se extraia de todos los conductos, esta presion se realizd sin deslizar o
frotar los dedos en la piel.

La leche se extrajo de un solo pecho en un tiempo de 10-15 min con la
intencién de obtener leche temprana y leche tardia y de esta manera
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asegurar una concentracion mas uniforme de todos los componentes,

obteniendo un aproximado de 20 mL.

Para el almacenamiento de las muestras de leche se utilizéd la misma

metodologia indicada para las muestras de saliva.

6.6 Prueba piloto
Se realizé una prueba previa en donde se obtuvo una muestra de saliva'y
una muestra de LM a las que se les realizaron las distintas técnicas que serian
aplicadas en el estudio, para estandarizar los procedimientos, permitiendo detectar

fallas o inconsistencias en el disefio de la investigacion.

6.7 Variables
Variabl i . S
ariables — Tlpo de Unidades Definicion conceptual
General Especifica variables
I Tiempo que ha vivido una
Cuantitativa
Edad . Meses persona contando desde el
continua -
nacimiento.
. 1= . L .
Lactancia Lactancia Alimentacién exclusiva con
materna materna leche materna.
Tipo de Cuantitativa
alimentacion : nominal : L .
Lactancia 2= Alimentacién con lactancia
mixta Lactancia materna y formula infantil.
mixta
Enzima que promueve la
Cuantitativa | U/mg descomposicién del peréxido
Catalasa ; g .
Continua proteina de hidrégeno en agua y
oxigeno.
Sistemas Antioxidante que limita la
antioxidantes Glutatién Cuantitativa | pg/mg actividad de los radicales
(leche materna. | reducido Continua proteina superoxidos anionico, peroxido
y saliva) de hidrégeno, etc.
Enzima antioxidante que actla
Glutation Cuantitativa | mU/mg contra el peroxido de
peroxidasa | Continua proteina hidrégeno y otros peroxidos
organicos.
o Capacidad de una sustancia
. 0,
Capacidad FRAP Cuantitativa '/Oh('jt? L para inhibir la degradacion
(saliva, leche
maternay o 0 Capacidad de una sustancia
formula infantil) | DPPH Cuantitativa | % de - para inhibir la degradacién
Continua inhibicién S
oxidativa.
Determinacion Cuantitativa | pg/mg de Lo : :
de citocinas TNF-a Continua proteina Citocina proinflamatoria
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proinflamatorias IL-1p Cuantltatlva pg/mg de Citocina proinflamatoria
Continua proteina
IL-6 Cuantltatlva pg/mg de Citocina proinflamatoria
Continua proteina
Cuantitativa | Puntuacion Refleja la masa corgoral
P/e . alcanzada en relacion con la
de intervalo z .
edad cronolégica.
Refleja el peso relativo para
Cuantitativa | Puntuacién | “N& ta”.? dada y define la
P/t ; probabilidad de la masa
de intervalo z . .
corporal, independientemente
de la edad.
Refleja el crecimiento lineal
T/e Cuantitativa | Puntuacién | alcanzado en relacién con la
de intervalo Z edad cronolégica y sus
déficits.
Medicién del perimetro de la
o L cabeza de un nifio en su parte
Cuantitativa | Puntuaciéon ; o !
PCle ; mas grande, nos indica si el
de intervalo z ,
desarrollo se esta dando de
manera adecuada.
(materno) de intervalo 9 P 9
metros elevada al cuadrado.
Resultado de la divisiéon del
IMC Cuantitativa 5 peso antes del embarazo en
. : kg/m
pregestacional de intervalo kg entre la estatura en metros
elevada al cuadrado

6.8 Determinaciones de laboratorio

Previo a las determinaciones, todas las muestras de saliva y LM,
exceptuando las muestras destinadas para el analisis de citocinas, se
centrifugaron a 5000 rpm a 4 °C durante 25 min, con el fin de eliminar posibles
contaminantes. Se transfirié el sobrenadante a microtubos por separado con el
fin de obtener alicuotas para cada ensayo y se almacenaron a -80 °C para su
analisis posterior. De la misma forma, las muestras de Fl se centrifugaron por
duplicado siguiendo el procedimiento anteriormente mencionado. En el caso de
las pruebas, en las cuales se realiz6 alguna dilucidon de la muestra, se utilizo
como diluyente agua destilada certificada. Todas las determinaciones se
llevaron a cabo en condiciones de oscuridad debido a que la mayoria de los
reactivos utilizados eran fotosensibles. Asi mismo, todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.
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6.8.1 Cuantificacion de proteina.

Para la cuantificacion de proteina en saliva y LM se utilizo el kit BCA
Protein Assay Kit (Pierce; Rockford, IL, EUA). Esta es una prueba colorimétrica
altamente sensible en donde se hace uso del método de &cido bicinconinico
(BCA por sus siglas en inglés), en el cual por accion de la proteina el ion cuprico
se reduce a ion cuproso en un medio alcalino. El producto de reaccién se torna
de color purpura y se forma por la quelacién de dos moléculas de BCA con un
ion cuproso. La coloracion del producto varia de azul claro a purpura oscuro en
funcion a la concentracién de proteina. Este cambio de coloracion se mide a una

absorbancia de 562 nm.
Metodologia:

Se diluy6 el contenido de una ampolleta de albumina sérica bovina (BSA)
a diferentes concentraciones en varios viales limpios numerados (Anexo E).

Como diluyente se utiliz6 agua destilada de grado reactivo.

Se preparo la solucion de trabajo, mezclando 50 partes del reactivo Ay 1

parte de reactivo B de BCA.

Como tercer paso, se realizo la curva de calibracion por duplicado,
colocando en cada pocillo 50 uL de estandary 200 pL de solucién de trabajo, con

un volumen total de 250 pL.

Posteriormente, se coloco la tapa a la microplaca y se cubrié con papel
aluminio para introducirla al horno de aire forzado (Shel Lab; Cornelius, OR,
EUA), en donde se incubé a 37 °C por 30 min. Transcurrido el tiempo de
incubacion, la microplaca se extrajo del horno de secado y se le retiré el papel
aluminio y la tapa para colocarla en el espectrofotometro UV-Vis spectraMax 250
(Molecular devices; San Diego, CA, EUA) realizando la lectura a una longitud de

onda de 562 nm.

Se realiz6 un promedio de los duplicados y se obtuvo la ecuacién lineal

(ver anexo F).
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Preparacion de las muestras:

Las muestras de saliva y leche materna se descongelaron en refrigeracion
mientras se realizaba la preparacion de la solucion de trabajo. Una vez preparada
esta solucion, se procedié a exponer las muestras a temperatura ambiente para

que terminaran su proceso de descongelacion.

Para las muestras de saliva se utilizé un factor de dilucion de 1:3, tomando
con ayuda de una micropipeta BioPette (Labnet; Edison, NJ, EUA) 40 pL de saliva
y 80 pL de agua destilada; mientras que, las muestras de leche materna se
sometieron a una dilucion de 1:200, para lo cual se tom¢ 1 pL de leche
homogeneizada y 199 pL de agua destilada. Para ambas muestras se tomo el
volumen deseado con ayuda de una micropipeta, se coloc6 en tubos eppendorf
de 0.5 o0 2 mL, dependiendo el volumen final, y posteriormente se colocé el
volumen correspondiente de agua destilada certificada. Cada tubo se mezcl6 con

ayuda del vortex genie 2 (Daigger; Hamilton, NJ, EUA).
Preparacion de la microplaca:

Para realizar la determinacion de proteina en las muestras se realiz6 el

mismo procedimiento sefialado para la curva de calibracion:

e Se colocaron 50 pL de muestra previamente diluida (saliva o leche
materna) enla microplaca de 96 pocillos.

e Posteriormente se afiadio 200 uL de solucién de trabajo.

e Se coloco la tapa de la microplaca, se envolvié en papel aluminio y se
introdujo en el horno de aire forzado dejandola incubar a 37° C por 30
min.

e Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se sac6 la microplaca del
horno, se removi6 el papel aluminio, se destap6 e inmediatamente se
colocé dentro del espectrofotometro y se realizé la lectura a una longitud
de onda de 562 nm.
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e Obtenidas las absorbancias se realizé un promedio de cada duplicado y
se aplicd la ecuacioén resultante de la curva de calibracion, despejando x:

_y-b
_m

X

e Después de obtener los resultados por medio de la ecuacion, se

multiplicaron por el factor de dilucion.

6.8.2 Determinacion de sistemas antioxidantes
6.8.2.1 Catalasa

El método para la determinacion de CAT consiste en-agregar H20: a la
muestra para producir agua y oxigeno molecular. La actividad de la CAT es
inversamente proporcional a la absorbancia en presencia de H20:2 (Aebi, 1984;
Ighodaro et al., 2018).

Método:

Para llevar a cabo la medicion de la actividad de la catalasa, se prepararon
dos soluciones: la solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM para el cual se
pesaron con ayuda de la balanza analitica (Precisa; Dietikon, Suiza) 0.27 g de
fosfato de sodio dibasico (NazHPO4) (JT Baker; Radnor, PA, EUA) y 0.53 g de
fosfato monosadico (NaH2POa) (JT Baker; Radnor, PA, EUA), se colocaron en un
frasco de plastico trasparente y se agregaron 80 mL de agua destilada certificada
previamente medida con una probeta, se colocé la tapa del frasco y se mezclo

con ayuda del vortex.

La segunda solucién preparada fue la solucién de peréxido de hidrégeno
30 mM. La caracteristica importante del H202 es su inestabilidad por tal motivo,
el primer paso fue determinar la concentracion del H202 al 30 % (Golden bell;
CDMX, México) para poder realizar la solucion de H202 al 30 mM.

Se adicionaron 300 pL de H20:2 al 30 % en la microplaca con ayuda de una
micropipeta y se tomo la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda

de 250 nm, el valor obtenido se sustituyo en la siguiente ecuacion:
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[HzOz] mM= A250/0.0436

Dénde:
A2s0: es la absorbancia H202 a 250 nm.
0.0436: es el coeficiente de extincion del H202 (MM cm™?).

Una vez obtenida la concentraciéon de la solucion de H202 al 30%, se procedio

a preparar la solucion 30 mM utilizando la siguiente ecuacion:
CiVi = Cfo

Dénde:

C = concentracion

V = volumen
i = inicial
f = final

Preparacion de las muestras:

Las muestras de saliva y leche materna se descongelaron a temperatura
ambiente, posteriormente se refrigeraron mientras se realizaba la preparacion
del H202 al 30 mM.

Se utilizé el factor de dilucion de 1:1500 para ambas muestras, tomando
con ayuda de la micropipeta 1 pL de saliva o leche y 1499 uL de agua destilada,

cada muestra fue etiquetada y colocada en tubos eppendorf de 2 mL.
Preparacion de la microplaca:

¢ En una microplaca de 96 pozos se coloc6é en primer lugar 170 pL de
solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM.

e Después se colocaron 30 puL de muestra.

e Por ultimo, se coloco un volumen de 100 pL de H20230 mM y se introdujo
la microplaca en el espectrofotdmetro.

e Previo atomar las lecturas correspondientes, se mezcld la microplaca con
ayuda del espectrofotbmetro durante 30 segundos, para homogeneizar la

solucioén.
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e Se tomaron lecturas continuas de las muestras a una longitud de onda de
250 nm durante un tiempo de 2 min para evaluar el cambio de actividad
de la catalasa.

e Una vez obtenidas las absorbancias se realizé un promedio de los
duplicados de cada muestra y se aplicd la siguiente formula a cada
resultado:

o _ (Aabs/min)(V,)(FD)
[Actividad CAT] = (0 (0.0436)

Donde:

Vi = volumen total en el pozo (300 pL)

Vm = volumen de la muestra (30 pL)

t = tiempo de lectura en minutos (2 min)

FD = factor de dilucion

0.436 coeficiente de extincion del H202

*Los resultados se expresaron en U/mg de proteina.

6.8.2.2 Glutatién reducido

El principio de la técnica se basa en la reaccion de GSH con DTNB. El
GSH reacciona con DTNB para formar TNB y GS-TNB. EI TNB formado es
dependiente de la cantidad de GSH contenido en el medio y se puede cuantificar

a una longitud de onda de 412 nm (Rahman et al., 2007).

DTNB 2 GSH TNB

GR + NADPH + H*

TNB GS-TNB

Figura 4. Reciclaje enzimatico de GSH.
Adaptada de Rahman et al. (2007).
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Método:

Se realiz6 la preparacion de las soluciones requeridas. Para la solucion
amortiguadora Tris/EDTA (Tris 0.2 M, EDTA 0.02 M; pH= 8.2) se pesaron con
ayuda de la balanza analitica: 2.101 g de Tris-HCI (Sigma; St. Louis, MO, EUA)
y 0.496 g de EDTA (JT Baker; Radnor, PA, EUA), los cuales se colocaron en.un
frasco de plastico transparente debidamente etiquetado. Posteriormente, con
ayuda de una probeta se midieron 100 mL de agua destilada y se vertieron al
frasco, se colocé la tapa y se mezclé con ayuda del vortex. Una vez preparada

la solucidon se almacend a 4 °C, teniendo una vida media de 3 meses.

La solucién madre de GSH 0.6 mM se prepar6é pesando con la balanza
analitica: 0.00184 g de GSH (Sigma; St. Louis, MO, EUA) y se colocé en un
frasco de vidrio oscuro etiquetado. Se afiadieron con ayuda de una probeta, 10
mL de solucion amortiguadora Tris/EDTA, se tapd y se mezcld en el vortex,
posteriormente se refrigerd. Esta solucion debe prepararse el mismo dia en el

gue se utiliza.

Por dltimo, se prepar6 la solucion DTNB 2.46 mM pesando en la balanza
analitica 0.0243 g de DTNB (Sigma,; St. Louis, MO, EUA), los cuales se colocaron
en un frasco de vidrio oscuro para afiadirle 25 mL de metanol con ayuda de una
probeta graduada, una vez vertido el metanol se tapo el frasco y se mezclé en

el vortex. Esta solucion debe prepararse el mismo dia en el que se utiliza.

Se realizo la curva estandar de calibracion de GSH por duplicado con
ayuda de la tabla 8 (Anexo E). Los reactivos se colocaron en la microplaca de
96 pozos en el siguiente orden: Primero se agregaron con ayuda de la
micropipeta 100 pL de solucion amortiguadora en cada uno de los pozos
designados para la curva en segundo lugar, se agrego la solucion madre de GSH
teniendo cuidado de colocar el volumen indicado en la tabla 2 para cada uno de
los pozos; posteriormente, se colocé el metanol, siguiendo los volumenes

indicados en la tabla y finalmente se agregaron 80 uL de DTNB.
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Una vez lista la microplaca se coloc6 dentro del espectrofotometro y se agit6
suavemente durante 30 s, se dejo reposar por un tiempo de 5 min y se tomo la

lectura a una longitud de onda de 412 nm.

Se realizé un promedio de los duplicados y se obtuvo la ecuacion lineal (Anexo
F).

Preparacion de la muestra:

Para realizar la determinacion de GSH en las muestras de salivay LM se
llevo a cabo la precipitacion de proteina por medio del &cido tricloroacético (TCA
por sus siglas en inglés) con un grado de pureza del 99% (Sigma, St. Louis, MO,
EUA). Como primer paso se descongelaron las muestras a temperatura
ambiente, mientras se realizaban las diluciones del TCA para llevarlo a una
concentracion del 5y 25% utilizando la formula CiVi = CtVs.

El siguiente paso consistid en colocar con ayuda de la micropipeta, 115
pL de muestra en tubos eppendorf-de 2 mL, a estos mismos tubos se les
agregaron 28.8 yuL de TCA al 25 %, se mezclaron con ayuda del vortex y se
refrigeraron por 5 minutos. Pasados los 5 min se sacaron del refrigerador y se
les agregd 138 uL de TCA al 5% e inmediatamente se centrifugé a 3000 rpm
durante 5 min a 4 °C. Se separ6 el sobrenadante con ayuda de la micropipeta 'y

se coloco en tubos eppendorf de 2 mL.
Preparacion-de la microplaca:

Para la determinaciébn de GSH en las muestras se utilizaron las
soluciones previamente preparadas para la curva de calibracion: solucion

amortiguadora Tris/EDTA, metanol y solucion de DTNB 2.46 mM.

Las soluciones se agregaron en la microplaca con ayuda de una

micropipeta en el siguiente orden:

e Se agregaron 100 pL de solucion amortiguadora Tris/EDTA en cada pozo

con ayuda de una micropipeta.
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e En segundo lugar, se agregaron 70 uL de cada muestra, ya fuera leche
o saliva, por duplicado.

e Una vez agregadas las muestras se afiadieron 50 uL de metanol.

e La Ultima solucién en agregarse fue el DTNB, del cual se ocuparon 80
ML.

e El siguiente paso fue colocar la placa dentro del espectrofotometro y
agitar durante un lapso de 30 segundos, posteriormente se dejé reposar
la microplaca 5 min y cumplido este tiempo se ley6é a una longitud de
onda de 412 nm.

e Una vez obtenidas las absorbancias se promedioé cada duplicado y se
aplicé la ecuacion resultante de la curva de calibracion, despejando x:

_y-b
 m

X
e Los resultados se expresaron en pug/mg-de proteina.

6.8.2.3 Glutation peroxidasa

La medicién de la actividad oxidativa de la GPx se realiz6 de una manera
indirecta, es decir, se midi6 el NADP* el cual es el producto formado por la

glutation reductasa (GR), enzima que también participa en la reaccion.

En el primer paso la GPx cataliza la reaccion del hidroperdxido de cumeno
y GSH provocado la oxidacién del GSH, estabilizando al hidroperéxido y

liberando agua.

R-0-0-H + 2G5H — "X, R-O-H + GSSG + H,0

El glutation oxidado (GSSG) producido en la reaccién anterior es reducido

en la reaccion catalizada por la GR en presencia del cofactor NADPH + H*.

GSSG + NADPH + H* — SR, 2GSH + NADP*
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La oxidacion de NADPH + H* a NADP* puede ser determinada por la
disminucién de la absorbancia a 340 nm, lo cual es directamente proporcional a
la actividad de la GPx presente en la muestra y al aumento o disminucion del

estrés oxidativo (Cayman, 703102).
Método:

Para la medicion de la actividad de la GPx se prepararon los siguientes
reactivos: Solucién amortiguadora de reaccién Tris-HCI (50 mM, EDTA 0.5 mM;
pH 8), para la cual se pesaron con ayuda de la balanza analitica: 0.788 g de Tris-
HCly 0.0186 g de EDTA, posteriormente se colocaron en un frasco trasparente
de plastico y con ayuda de una probeta se agregaron 80 mL de agua destilada,
se colocé la tapa y se mezcld en el vortex. Por ultimo, se refriger6 a 4 °C. Esta

solucién tiene una vida media de 3 meses.

La solucion coctel de GSH/GR (GSH 25.2 mM, 6 unidades de GR/mL) se
preparé con la mezcla de las soluciones Ay B, para las cuales se siguieron los
siguientes pasos: para la solucién A; se pesaron 0.0774g de GSH en la balanza
analitica. Este reactivo, una vez pesado se colocé en un frasco oscuro y se le
agregaron 10 mL de solucion amortiguadora de reaccion Tris/EDTA, se mezclo
en el vortex y se reservo en refrigeracion a una temperatura de 4 °C. Para la
solucion B se tomaron con ayuda de una micropipeta; 934 uL de solucion
amortiguadora de reaccion Tris/EDTA y se colocaron en un frasco oscuro, ahi
mismo se afadieron 66 L de GR (Sigma; St. Louis, MO, EUA). Estas soluciones
deben guardarse por separado en refrigeracion a 4 °C hasta el momento de su

uso, debido a que tienen baja estabilidad.

Para preparar el coctel se mezclaron partes iguales de la soluciéon Ay la
solucion B tomando en cuenta que para cada pozo se requeriran 25 L de
solucion A 'y 25 L de solucion B ocupando un volumen total de 50 yL de coctel

por pozo. La estabilidad de esta solucion es de 2 h a una temperatura de 4°C.

La solucién madre de NADPH 5mM se prepar6é pesando 0.0042 g de
NADPH (Sigma; St. Louis, MO, EUA), el cual se colocé en un tubo eppendorf de
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2 mL envuelto en papel aluminio para protegerlo de la luz y se le agregé 1 mL
de Tris-EDTA, se mezclo en el vortex y se refrigeré a 4 °C hasta el momento de

su uso. Esta solucion tiene una estabilidad de 5 dias.

La solucion NADPH 1.5 mM se preparé tomando 15 pL de solucion madre
NADPH 5 mM, el cual se colocé en un tubo eppendorf de 500 pL cubierto con
papel aluminio para protegerlo de la luz y se le afiadieron 35 pL de solucién

amortiguadora Tris/EDTA.

Para la solucion de hidroperéxido de cumeno se tomaron 10 mL de agua
destilada con ayuda de una probeta, se coloc6 en un frasco y se le afadieron
5.55 uL de hidroperoxido de cumeno al 80 % (Sigma; St. Louis, MO, EUA).

Preparacion de las muestras:

Las muestras de saliva y leche materna se descongelaron en refrigeracion
mientras se preparaban las demés soluciones. Ya descongeladas tanto las
muestras de saliva como las de leche materna se diluyeron con agua destilada,

usando un factor de dilucion de 1:200.
Preparacion de la microplaca:

Para la determinacion de la actividad de la GPx se agregaron las
soluciones en la'microplaca con ayuda de las micropipetas, realizando el cambio
de punta entre reactivos y muestras. El orden seguido para colocar las soluciones

fue el siguiente:

e _Se agregaron 100 pL de solucion amortiguadora Tris/EDTA en cada pozo.

e Posteriormente se afiadieron 50 pL de céctel GSH/GR tratando de no tocar
el fondo del pozo ni los laterales con la punta de la micropipeta.

e En tercer lugar, se agregaron 50 pL de soluciébn amortiguadora por
duplicado para el blanco y en el caso de las muestras se afiadieron 50 pL
de saliva o leche.

e El siguiente paso fue afiadir 50 uL de NADPH 1.5 mM.
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e Posteriormente se agregaron 50 pL de hidroperéxido de cumeno 3 mM.

e Se coloco la microplaca dentro del espectrofotometro, se agité durante 30
segundos leyéndose a una longitud de onda de 340 nm realizando 8
lecturas en un tiempo de 2 min.

e Una vez obtenidas las absorbancias se realizé un promedio de cada

duplicado, se rest6 el valor del blanco y se aplico la siguiente férmula:

|A340(Tiempo 2) — A340 (Tiempo 1)(FD)|
Tiempo 2 (min) — Tiempo 1 (min)

AA340/min =

Donde:

A340/min = cambio de la absorbancia por minuto

A340 (tiempo x) = absorbancia medida

FD = factor de dilucién

Tiempo x = tiempo en el que se tomaron-las absorbancias expresado en
minutos.

Los resultados de la actividad se expresan en nmol/min/mL

e Obtenidos los resultados se dividieron entre 1,000 para convertir los nmol
a umol y tomando en cuenta que 1 unidad de actividad de GPx se define
como la cantidad de enzima que oxida 1 pmol de NADPH por minuto, se
presentaron en U/mL.

e Por ultimo, los resultados se dividieron entre los mg de proteina totales de

cada muestra, quedando representados como: U/mg de proteina.

6.8.3 ‘Determinacion de citocinas proinflamatorias
6.8.3.1 TNF-a Humano.

La determinacion del TNF-a se llevé a cabo con el Kit ELISA (Cayman;
Ann Arbor, MI, EUA). El ensayo esta basado en una técnica de sandwich de
doble anticuerpo. Los pocillos de la microplaca estan recubiertos de un
anticuerpo monoclonal especifico para TNF-o, el cual unird cualquier TNF-a

introducido en el pocillo. También cuenta con una acetilcolinesterasa (Fab
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conjugada), que se une selectivamente a un epitopo diferente en la citocina.
Cuando se agrega la citocina al pocillo, los dos anticuerpos forman un sandwich
al unirse a los lados opuestos del TNF-a; este complejo se inmoviliza en la placa
para que el exceso de reactivo pueda eliminarse por medio de lavados. La
concentracion del analito se determina midiendo la actividad enzimatica de la
acetilcolinesterasa Fab al agregar el reactivo de Ellman. El producto de la
reaccion catalizada por la acetilcolinesterasa se torna de color amarillo, el cual

se mide a una absorbancia de 420 nm.
Método:
Se prepararon las siguientes soluciones:

Solucién amortiguadora ELISA 1x para el cual se midieron 90 mL de agua
destilada con una probeta, los cuales se colocaron en un frasco de plastico
transparente y se afiadio 1 vial de ELISA soluciéon amortiguadora concentrada

10x. Se mezcl6 con ayuda del vortex y se refrigeré a 4 °C.

Para la solucién amortiguadora de lavado 1x se midieron 500 mL de agua
destilada con ayuda de un matraz aforado y se vertieron en un vaso de
precipitados, se le agregaron 1.25 mL de “wash buffer concentrate” 400 x y 250
pL de polisorbato 20, se mezclé suavemente con ayuda de una espatula y se
reservo a 4 °C.

La solucion blanco (SMB) se preparé afiadiendo 5 mL de agua destilada
a un frasco de plastico y 1 vial de SMB, posteriormente se mezclo y se refrigerd
a4 -°C.

El estandar TNF-a (5 ng/mL) se prepar6 adicionando 2 mL de solucion
amortiguadora ELISA 1x en el vial de TNF-a ELISA standard, se mezcl6 en el

vortex y se almacend a 4 °C.

Para preparar el conjugado TNF-o. ACHE-Fab, se reconstituyo el vial de

100 dtn Fab conjugate con 10 mL de solucién amortiguadora ELISA.
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Para la curva de calibracion se emplearon 8 tubos eppendorf de 2 mL

numerados del 1 al 8:

e Tubo 1: se adicionaron 950 pL de solucion blanco.

e Tubos 2-8: Se adicionaron 500 puL de solucion blanco.

e Tubo 1: se afiadieron 50 pL de solucion estandar TNF-a (5 ng/mL).

e Se tomaron 500 pL del tubo 1 y se adicionaron al tubo 2.

e Se tomaron 500 pL del tubo 2 y se adicionaron al tubo 3, se repitieron
estos pasos hasta llegar al tubo 7.

e Se agrego0 a cada tubo 25 pL de suero inespecifico de raton. En la tabla
9 (Anexo E) se muestra la metodologia para la preparacion de los
estandares.

¢ Realizadas las diluciones se tomaron 100 pL de cada vial comenzando
por el tubo 8 y se colocaron en la microplaca, se usé la misma punta de
la micropipeta para montar toda la curva, la cual se realiz6 por duplicado.

e Posteriormente se agregaron 100 pL del conjugado de TNF-o ACHE-Fab
a cada pozo excepto a los pozos del blanco.

¢ Realizadas las diluciones se tomaron 100 pL de cada vial comenzando por
el tubo 8 y se colocaron en la microplaca, se usé la misma punta de la
micropipeta para montar toda la curva, la cual se realizd por duplicado.

e Posteriormente se agregaron 100 uL del conjugado de TNF-a ACHE-Fab a
cada pozo excepto a los pozos del blanco.

e Se cubrio la microplaca con la pelicula plastica transparente, se envolvio
en papel aluminio y se incubd toda la noche a 4 °C.

¢ Aldia siguiente se reconstituyo el reactivo de Ellman. Este reactivo se debe
justo antes de su uso de la siguiente forma: se tomé un vial de reactivo de
Ellman y se le agregaron 20 mL de agua destilada, se mezclé en el vortex
y se reservo a 4 °C hasta su uso.

e Se sacé la microplaca del refrigerador, se removio el papel aluminio y la

pelicula plastica.
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El siguiente paso consistié en realizar los lavados de la microplaca: se
volted la microplaca en un solo movimiento, sin agitarla, para remover los
reactivos y se volvid a colocar hacia arriba y se agreg6 solucion
amortiguadora de lavado con ayuda de una pipeta Pasteur. Una vez
cubiertos todos los pozos se repitid este paso: se volted la placa con un
solo movimiento, sin agitarla, se volvié a colocar hacia arriba, se agrego
solucién amortiguadora de lavado a todos los pozos y se volvié a voltear.
Este paso se repitié hasta contar un total de 5 lavados.

En el ultimo lavado se coloc6 sobre una superficie plana una cama de
sanitas y se golped suavemente la placa para quitar el exceso de solucion
amortiguadora de lavado.

Después se agregaron 200 pL de reactivo de Ellman a cada pozo.

Se coloco la microplaca dentro del espectrofotometro para mantener las
condiciones de oscuridad y se agit6 manualmente durante todo el tiempo
de incubacion, el cual fue de 60 min.

Transcurridos los 60 min se tomo la lectura a una longitud de onda de 420
nm.

Se graficaron los resultados y se obtuvo la ecuaciéon correspondiente
(Anexo F).

Preparaciéon de muestras:

Las muestras de saliva y leche se descongelaron a temperatura ambiente;

una vez descongeladas, las muestras de saliva fueron centrifugadas a 5000 rpm

a 4 °C durante 25 min. Se separo el sobrenadante con ayuda de una micropipeta

y se hicieron alicuotas de 300 pL en tubos eppendorf de 600 pL para la

determinacion de las citocinas: TNF-a e IL-1p.

Las muestras de leche se centrifugaron en dos ocasiones de acuerdo con

la metodologia descrita por Soto-Ramirez et al. (2016), a 2900 rpm por 11 min a

4 °C en ambas ocasiones. Se separ0 el sobrenadante con ayuda de una
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micropipeta y se coloc6 un volumen de 300 pL en tubos eppendorf de 600 L

para la determinacién de las citocinas estudiadas.

No se realizaron diluciones en ninguna de las muestras analizadas. Las

alicuotas destinadas para el Kit de ELISA de IL-1p se almacenaron a -80 °C.

Preparacion de la microplaca:

Para realizar la determinacién del TNF-o se siguieron los pasos a

continuacion descritos:

Se adicionaron a cada pozo 100 pL de muestra por duplicado con ayuda
de una micropipeta.

Después se adicionaron 100 pL de conjugado. TNF-o. ACHE-Fab (sin
adicionar al blanco).

Se coloco la pelicula plastica sobre la microplaca, se envolvié en papel
aluminio para proteger de la luz y se incub6 toda la noche en refrigeracion
a una temperatura de 4 °C.

Al dia siguiente se preparo6 el reactivo de Ellman inmediatamente antes
de su uso, de acuerdo con la metodologia anteriormente descrita en el
apartado de curva de calibracion.

Se saco la microplaca del refrigerador y se removio el papel aluminio y la
pelicula plastica.

De un solo movimiento se volteo6 la microplaca, sin agitarla, para retirar el
exceso de reactivos e inmediatamente se volvio a colocar hacia arriba.
Con ayuda de una pipeta Pasteur se coloc6 a cada pozo solucién
amortiguadora de lavado, una vez cubiertos todos los pozos se volted la
microplaca sin agitarla y se volvio a colocar hacia arriba, se repitio el paso
anterior hasta contar un total de 5 lavados.

Al voltear la microplaca por ultima vez se golped de manera suave contra
papel absorbente para eliminar los residuos de solucién amortiguadora.

Se adicioné a todos los pozos 200 L de reactivo de Eliman.
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e Se colocé la placa en el espectrofotdmetro para mantener las condiciones
de oscuridad y se agitd6 de manera manual por 60 min.

e Transcurrido el tiempo de incubacion se leyo la placa a una longitud de
onda de 420 nm.

¢ Obtenidas las absorbancias se realizé un promedio de cada duplicado y

se aplico la ecuacion resultante de la curva de calibracion despejando x:

x (pg/ml) =

e El valor obtenido representa el resultado en pg/mL por lo cual-se dividié
entre los mg de proteina presentes en cada muestra para representar los

resultados en pg/mg de proteina.

6.8.3.2 IL-1B humano.

La determinacion de la IL-1p se llevé a cabo con el Kit ELISA (Cayman;
Ann Arbor, MI, EUA). El ensayo esta basado en una técnica de sandwich de

doble anticuerpo, similar al descrito para TNF-a.

Método:

Se utilizé la misma metodologia descrita para el TNF-a.
6.8.4 Pruebas de capacidad antioxidante

6.8.4.1 FRAP

El método FRAP para la determinacion de capacidad antioxidante en
saliva, leche materna y formula infantil se realizé de acuerdo con la técnica
propuesta por Firuzi et al. (2005). Esta técnica tiene como principio la
transferencia de electrones en la solucion férrica por medio de un antioxidante
para formar un compuesto ferroso; desarrollandose un color azul cuya intensidad
va en proporcion a la capacidad antioxidante de la muestra, el aumento en la

absorbancia se mida a una longitud de onda de 595 nm (Benzie & Strain, 1996).

Para el reactivo de FRAP se prepararon las siguientes soluciones:
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Solucién amortiguadora de acetato, para el cual se pesaron en la balanza
analitica 0.31 g de acetato de sodio (Golden bell; CDMX, México) y se agregaron
en un frasco transparente, se vertieron en el mismo frasco 100 mL de agua
destilada y con ayuda de una micropipeta se afiadieron 1.6 mL de acido acético
(Fluka; Charlotte, NC, EUA). Se reservé a 4 °C.

La solucién 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) se preparé agregando
con ayuda de un matraz aforado 50 mL de agua destilada en un frasco de
plastico, posteriormente se agregaron 165 pL de acido clorhidrico (Productos
Quimicos Monterrey; Monterrey, NL, México), se tomaron 25 mL-de esta solucién
con ayuda de un matraz aforado y se colocaron en otro frasco debidamente
etiquetado. Posteriormente, se agregaron 0.78 g de TPTZ (SIGMA; St. Louis,
MO, EUA) se tapé el frasco y se mezcld en el vortex.

Para la preparacion del cloruro de hierro hexahidratado (FeCls: 6H20) se
midieron 10 mL de agua destilada y se colocaron en un frasco de plastico
agregando después 0.088 g de FeCl3:6H20 (High Purity; Charleston, SC, EUA)

el cual se mezclé en el vortex.

Finalmente, el reactivo FRAP se preparé afiadiendo en un frasco de vidrio
oscuro 25 mL de solucién amortiguadora de acetato, 2.5 mL de solucion TPTZ y
2.5 mL de FeCls: 6H20.

También se prepararon las soluciones madre de acido ascérbico para la
realizacion de la curva de calibracion. El stock de acido ascorbico de 60 mg/mL
se prepar6 afiadiendo 0.06 g de acido ascorbico, los cuales se colocaron en un
tubo eppendorf de 1.5 mL cubierto con aluminio, para diluirlo se afladié 1 mL de

agua destilada y se mezclé en el vortex.

La solucién madre de &cido ascérbico 0.001 M se prepard tomando 29 L
de solucion madre 60 mg/mL, los cuales se diluyeron en 971 uL de agua

destilada.

Finalmente, la solucion madre de acido ascoérbico 170 pug/mL se preparé

tomando 96 pL de stock 0.001 M el cual se diluy6 en 904 uL de agua destilada.
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En la tabla 10 (Anexo E) se muestra la curva de calibracién de la prueba
de FRAP. Los reactivos se colocaron en la microplaca en el siguiente orden:
primero se agrego el agua destilada de acuerdo con el volumen indicado en la
tabla 7; en segundo lugar, se afiadio la solucién stock de 170 pg/mL y por ultimo
se agrego el reactivo FRAP.

Se tapd la microplaca y se cubrié con papel aluminio para protegerla de
la luz, inmediatamente se introdujo en el horno de aire forzado a una temperatura
de 37 °C durante 4 min para favorecer la reaccion entre los. compuestos.
Trascurrido el tiempo se extrajo la microplaca del horno y se destap6é con
cuidado para introducirla en el espectrofotometro, se agitd durante un lapso de
30 s y se ley6 a una longitud de onda de 595 nm. Se realizé un promedio de las

absorbancias obtenidas por duplicado y se calculé la ecuacion lineal (Anexo F).
Preparaciéon de muestras:

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, una vez
descongeladas se realizaron diluciones'de la LM y la FI utilizando un factor de

dilucion de 1:10 para ambas muestras. Las muestras de saliva no se diluyeron.
Preparacion de microplaca:

e Con una micropipeta se tomaron 60 pL de muestra y se afiadieron en la
placa por duplicado. Para los blancos se agregaron 60 pL de agua
destilada.

e El siguiente paso fue agregar 240 uL de FRAP en cada uno de los pozos.

e Se cubrid la placa con su tapa y se envolvid en papel aluminio para
protegerla de la luz, posteriormente se colocé dentro del horno de aire
forzado para incubarla por 4 min a 37 °C, con la finalidad de favorecer la
reaccion quimica entre los compuestos.

e Pasados los 4 min se sacé la placa del horno, se destapé y se colocé en
el espectrofotometro, se agité durante 30 s y se tomd la lectura a una

longitud de onda de 595 nm.
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e Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion (% de
inhibicidn), de acuerdo con la formula presentada por Haida et al. (2019):

% de inhibicion = [(Aggs muestra — Asqscontrol)/Asqsmuestralx100

Doénde:
Asgs muestra= absorbancia de la muestra

Asgs control= absorbancia del control

6.8.4.2 DPPH

El ensayo de DPPH se basa en el seguimiento del radical 2-2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) en un medio preparado con metanol. EI monitoreo en el
cambio de concentracion del DPPH durante la reaccion se mide a través de la
disminucién de la absorbancia a una longitud de onda de 520 nm. El cambio de
coloracién en esta solucién se da de un tono violeta a un tono amarillo (Brand-
Williams et al. 1995).

Se prepararon las siguientes soluciones:

Solucién DPPH 150 mM: para esta solucién se pesaron 0.033 g de DPPH
(SIGMA; St. Louis, MO, EUA) en la balanza analitica, se coloco el reactivo en un

frasco de vidrio oscuro y se le agregaron 50 mL de metanol al 80 %.
Se prepararon las siguientes soluciones madre de acido ascérbico:

La solucion madre de acido ascorbico de 1000 pg/mL se prepard
afiadiendo 0.005 g de acido ascérbico en un frasco trasparente cubierto con

aluminio para protegerlo de la luz y se le agregaron 5 mL de agua destilada.

Se preparoé la solucién madre de 100 pg/mL tomando con una micropipeta
100 pL de solucién madre de 1000 pg/mL, los cuales se colocaron en un tubo
eppendorf de 1.5 mL previamente cubierto con papel aluminio y se le afiadieron

900 pL de agua destilada.

Por ultimo, se preparo la solucion madre de 500 pg/mL tomando 500 pL

de solucion madre 1000 pg/mL y agregando 500 pL de agua destilada.
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Para la realizacion de la curva de calibracion se siguid la metodologia
mostrada en la tabla 11 (Anexo E) en donde primero se agrego el agua destilada,
después se agrego el stock de 100 pg/mL en los primeros 4 puntos de la curva'y
para los ultimos 2 puntos se utilizé el stock de 500 pg/mL. Por ultimo, se agrego
el DPPH en todos los pozos.

La microplaca se colocé en el espectrofotometro y se agitdé durante 30 s.
La lectura se tomd a una longitud de onda de 520 nm. Realizadas las lecturas se
calculé el promedio de los duplicados y se graficO para obtener la ecuacion
correspondiente (Anexo F).

Preparacién de muestras:

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente. Las muestras de
saliva no se diluyeron mientras que a las muestras de LM y FI se les aplicé un
factor de dilucion de 1:20, la dilucion se realiz6 con agua destilada.

Preparacion de microplaca:

Para la determinacién de la capacidad antioxidante por medio de la prueba
de DPPH se siguieron los pasos a continuacién descritos:

e Se agregaron 20 uL de cada muestra por duplicado, para los blancos se
agrego el mismo volumen de agua destilada.

e Después se afiadieron 280 uL de DPPH.

e Se introdujo la placa en el espectrometro y se agitd durante 30 s.

e Lalectura de las muestras se tomé a una longitud de onda de 520 nm.

e Posteriormente se realiz6 un promedio de cada duplicado y se aplico la
siguiente ecuacioén presentada por Haida & Hakiman, (2019):

% de inhibicion = [(Agyocontrol — As,omuestra)/As,ocontrol]x100

e Los resultados se expresaron como % de inhibicion.
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6.9 Lineamientos éticos

El presente proyecto fue revisado y aprobado por el comité interno de
Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales (no. de registro 11675) y por el comité
de Bioética de la Secretaria de Salud del estado de Querétaro (no. de registro
1069/22-02-2019/FACULTAD DE NUTRICION UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

QUERETARO). Se firmé un consentimiento informado por los participantes.

6.10 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se ejecutd con el programa SPSS version 23 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, Il, USA). Se utilizé estadistica descriptiva para expresar los
resultados de las variables analizadas. Se realizo el andlisis de normalidad en las
variables con la prueba Shapiro-Wilk. Se utilizaron las pruebas de ANOVA vy t-
Student para las variables paramétricas; se aplicaron las pruebas de Kruskal-Wallis
y la U de Mann-Whitney para variables no parametricas. Se realizaron pruebas de
correlacion entre las variables, en donde se utilizo la prueba de Pearson para las
variables paramétricas y la prueba Rho de Spearman para las no paramétricas.Se

utilizé un intervalo de confianza del 95% y un nivel de significacion (p<0.05).
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VI.  RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Caracteristicas generales de la poblacién

Se incluyeron dos grupos de lactantes de acuerdo con el tipo de lactancia
recibida: LM (n=20) y FI + lactancia mixta (n=8). También se analizaron muestras
de LM (n=20) y FI (n=8). Los lactantes cumplieron con los siguientes criterios:
lactantes nacidos a término (=38 SDG), edad de 3 a 6 meses; alimentados
Gnicamente con LM o FI; sin presencia de enfermedades cronicas o infecciosas al
momento del estudio; en caso de haber pasado por un proceso infeccioso haber
cumplido un minimo de 7 dias sin sintomatologia y sin administracién de farmacos.
También se evalud la temperatura corporal para descartar procesos infecciosos no

identificables a simple vista.

La edad media de los lactantes para cada grupo fue de 3 meses. La Tabla 1
muestra las caracteristicas generales de la poblacién de estudio. Los indicadores
antropométricos se evaluaron en puntaje z utilizando las tablas de evaluacién de
crecimiento de la OMS. La media de los lactantes de ambos grupos de estudio
mostré una ganancia de peso adecuada de acuerdo con el peso para la talla (P/T)
y peso para la edad (P/E). La talla para la edad (T/E) resulté adecuada en el grupo
de LM; sin embargo, el grupo de FI + mixta mostré una T/E con tendencia a la baja,
sin representar esto un diagnoéstico de desnutricion y sin ser un resultado que
representara una diferencia significativa entre ambos grupos. Los resultados de
perimetro cefalico. para la edad (PC/E) sefalaron un desarrollo neurolégico

adecuado en ambos grupos poblacionales.

La media de la edad materna fue menor en el grupo de LM (27 + 1.2 afios)
en comparacion con el grupo de Fl + mixta (31.4 + 1.1 afios), presentando una
diferencia estadisticamente significativa al comparar ambos grupos (p= 0.046). Para
el indice de masa corporal (IMC) pregestacional, la media de mamas en los dos
grupos poblacionales se ubic6 dentro de parametros adecuados. Sin embargo, cabe
mencionar que en las mamas del grupo de FI + mixta el IMC pregestacional mostré

una tendencia al sobrepeso. La media de la ganancia de peso gestacional fue
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similar para ambos grupos y, en cuanto al IMC calculado al momento de la
realizacion de los cuestionarios, se observo que la media de las mamas del grupo
que brindaba lactancia materna se mantenia dentro de los rangos considerados
adecuados; mientras que, la media de las mamés que brindaban FI + mixta tuvieron
un IMC dentro de los rangos de sobrepeso. Esto puede ser debido a que la lactancia

materna favorece la pérdida de peso y la recuperacion post-parto.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio.

LM FI + Mixta
n=20 n=8 P
Caracteristicas del lactante
Sexo [M/F (%)] t 50/50 37.5/62.5 0.686
SDG 38.93+0.23 38.25 + 0.37 0.122
Via de nacimiento [P/C (%)] t 65/35 25/75 0.096
APGAR (min.-max.) 9 (8-10) 9 (8-9) 0.504
Edad lactante (meses) 3.9+0.2 3.6+04 0.611
P/T (puntaje z) 0.63+0.20 0.28+0.28 0.347
P/E (puntaje 2) 0.15+0.21 -0.41+0.38 0.179
T/E (puntaje 2) -0.42 £ 0.19 -0.76 £ 0.43 0.412
PC/E (puntaje z) -0.55 +0.18 -0.49 +0.35 0.854
Temperatura (°C) 36.3+0.1 36.7+0.2 0.141
Caracteristicas maternas
Edad materna (afios) 27.0+1.2 314+1.1 0.046*
IMC actual (kg/m?) 24.0+£0.9 26.8+1.1 0.088
IMC pregestacional (kg/m?) 235+0.9 249+0.9 0.377
Gananciade peso gestacional (kg) 9.8+0.9 98+1.9 0.994
Embarazos totales (min.-max.) 2 (1-5) 2 (1-4) 0.708

M, masculino; F, femenino; P, parto; C, cesarea, min., minimo; max., maximo.
Los datos estan representados como media + error estandar de la media.
Prueba t-Student

tPrueba chi cuadrado

Prueba bilateral *p < 0.05.

62



7.2 Andlisis en saliva de lactantes

Se llevaron a cabo pruebas de sistemas antioxidantes, marcadores de
inflamacion y capacidad antioxidante en las muestras de saliva y se separaron los
grupos de acuerdo con el tipo de alimentacion. Los resultados representados en la
Tabla 2 se indican de acuerdo con la division en 2 grupos: LM y FI + mixta. En la
Tabla 3 se muestran los resultados de acuerdo con la division original en 3 grupos:

LM, Fl y lactancia mixta.

7.2.1 Sistemas antioxidantes

En relacion con los sistemas antioxidantes, la concentracion de GSH fue
mayor en la saliva del grupo FI + mixta en comparacion con la concentracion medida
en la saliva de los lactantes alimentados con LM (p = 0.002). La saliva del grupo de
FI + mixta mostro, de igual manera, mayor actividad de CAT y GPx en comparacion
con la actividad enzimética observada en el grupo de lactantes alimentados con LM,
con una diferencia significativa en el caso de GPx (p = 0.005). Para el caso de CAT,
el valor fue de p = 0.062. La Figura 5 muestra las graficas de cajas para los sistemas

antioxidantes medidos en saliva de lactantes.

La concentracion mayor.de GSH y la actividad aumentada de GPx en el grupo
de FI, podria deberse a un mecanismo compensatorio secundario a una mayor
defensa para evitar condiciones de EO o una elevacion no deseable de agentes
oxidantes. La GPx es la primera enzima en activarse frente a una elevaciéon de ERO
requiriendo GSH como sustrato. La CAT aumenta su actividad unicamente cuando
la produccion de ERO sobrepasa la actividad de la GPx. Esto podria explicar la
razon por la cual la CAT no presenta una diferencia significativa en su actividad en

este estudio.

De hecho, aunque hay pocos estudios en lactantes, existen algunos estudios
en nifios y adultos que indican que una mayor concentracion o actividad de sistemas
antioxidantes puede ser indicativo de una alta demanda de sistemas de defensa
originada por alteraciones metabdlicas que ponen en riesgo la homeostasis del

organismo.
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CAT en saliva (U/mg proteina)
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Figura 5. Sistemas antioxidantes medidos en saliva de lactantes.

(A) Concentracién de GSH (p=0.002). (B) Actividad enzimatica de CAT. (C) Actividad
enzimatica de GPx (p=0.005). tPrueba t-student. fPrueba U Mann-Whitney. Prueba
bilateral. *p <0.05.

Da Silva et al. (2016), en su estudio realizado en saliva de nifios de 0 a 3
afos con y.sin presencia de caries, encontraron que el dafio oxidativo se reducia en
la saliva de nifios con presencia de caries como consecuencia del aumento de los
sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Nair et al. (2017) realizaron
un estudio en pacientes adultos con DM2 y controles sanos y observaron que el
grupo de DM2 presentaba mayor concentracion de MDA y actividad aumentada de
la SOD. Arana et al. (2017) también realizaron un estudio en pacientes con DM2
con buen y mal control metabdlico y un grupo de controles sin diabetes, en donde
analizaron las diferencias en los niveles de EO salival, encontrando una actividad

significativamente aumentada de la GPx en el grupo de pacientes con diabetes con
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buen control metabdlico en comparacién con el grupo control, concluyendo al igual
que Nair et al., (2017) que dicho aumento podria reflejar un mecanismo
compensatorio en un intento por prevenir el dafio oxidativo ante un incremento en

la produccién de ERO consecuencia de la hiperglucemia crénica mantenida.

Estos resultados nos pueden hacer pensar que el aumento de la actividad de
los sistemas antioxidantes presentes en saliva de los lactantes de Fl + mixta, podria
estar atribuido a factores compensatorios del organismo frente al incremento de las

ERO con el fin de evitar el dafio oxidativo.

Si bien en lactantes no se desarrollan enfermedades: crénicas no
transmisibles caracteristicas de adultos, estas enfermedades se estan presentando
a edades cada vez mas tempranas. Aunque en lactantes, un aumento en los
sistemas antioxidantes no se ha relacionado con estas enfermedades, podemos
pensar en la posibilidad de que los sistemas antioxidantes pudieran llegar a ser
utilizados como marcadores de riesgo temprano y que pudieran estar relacionados
con un aumento en la vulnerabilidad a desarrollar ciertas afecciones en etapas

posteriores de la vida.

Algunos estudios indican el papel protector de la LM a mediano y largo plazo
contra enfermedades cronicas no trasmisibles, entre ellas el sobrepeso, obesidad,
hipertension, diabetes, artritis reumatoide y cancer (Hassiotou & Geddes, 2015;
Witkowska-Zimny & Kaminska-El-Hassan, 2017).

En cuanto al analisis realizado para evaluar los resultados de la poblacion
dividida en 3 grupos se observo que la concentracion de GSH fue mayor en la saliva
del grupo de lactancia mixta, teniendo diferencia estadisticamente significativa con

respecto a la del grupo de LM (p = 0.005).

En estos resultados piloto se puede observar que el grupo de FI mantiene
una concentracion elevada de GSH vy actividad aumentada de enzimas
antioxidantes en comparacion con el grupo de LM. Sin embargo, estos niveles son
mas bajos al compararlos con el grupo de lactancia mixta. Los resultados

observados podrian deberse a que, en ausencia de LM, la capacidad compensatoria
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del grupo de FI estuviese disminuida, presentando una mayor estimulacion

fisioldgica en el grupo de lactancia mixta.

La enzima GPx mostré mayor actividad en la saliva del grupo de lactancia
mixta, en comparacion con la del grupo de lactancia materna (p = 0.012); mientras
que, la (CAT presentd mayor actividad en la saliva del grupo de lactancia mixta en
comparacion con la de la saliva de los lactantes alimentados con leche materna (p
= 0.001) y formula infantil (p = 0.002). En la Figura 6 se muestra las graficas de

cajas para los sistemas antioxidantes en la poblacién dividida en tres grupos.
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Figura 6. Sistemas antioxidantes en saliva de lactantes (grupo piloto).
(A) Concentracion de GSH con una p= 0.005 entre los grupos de lactancia materna y
lactancia mixta. (B) Actividad enzimética de CAT con una p= 0.001 entre los grupos de
lactancia materna y lactancia mixta y una p=0.002 entre los grupos de Fl y lactancia
mixta. (C) Actividad enzimatica de GPx, con una p=0.012 entre los grupos de lactancia
materna y lactancia mixta. tPrueba de ANOVA. tPrueba de Kruskal-Wallis. Prueba
unilateral. Las letras mindsculas representan una p <0.05 por Tukey.
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Arana et al. (2017) reportaron que la actividad de la GPx fue
significativamente menor (p< 0.001) en el grupo de pacientes con mal control
metabdlico al compararlos con el grupo control sin diabetes y el grupo de buen
control metabdlico, concluyendo que en este caso que un deficiente control
metabdlico se traduciria en una intensa produccion de RL de manera crénica,
agotando la capacidad compensadora de los sistemas antioxidantes enzimaticos.
Aunqgue el estudio de Arana et al 2017 y el presente son diferentes, sus resultados
nos pueden hacer pensar que en este caso hay una mayor capacidad de respuesta,
a nivel de sistemas antioxidantes, en los lactantes alimentados con LM en forma

mixta al compararlos con aquellos que sélo reciben FI.

7.2.2 Marcadores de inflamacién

Se analiz6 la concentracion de citocinas proinflamatorias (IL18 y TNF-a) en

la saliva de los lactantes incluidos en cada grupo.

Los marcadores de inflamaciéon medidos en saliva tuvieron concentraciones
mayores en el grupo de lactantes de FI + mixta al compararlos con el valor del grupo
de lactantes de LM, con una p =.0.049 para IL-13 y p = 0.002 para TNF-a. A

continuacion, en la Figura 7 se muestran las graficas de cajas correspondientes.
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Figura 7. Marcadores de inflamacién medidos en saliva.
(A) IL-1B8 con una p = 0.049. (B) TNF-a, p = 0.002. tPrueba t-student. $Prueba U Mann-
Whitney. Prueba bilateral *p <0.05.
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De acuerdo con los antecedentes con los que contamos, poco es conocido
sobre la naturaleza y el significado de las diferentes concentraciones de citocinas
en saliva. Las citocinas son los principales mensajeros proteinicos intercelulares del
SlI, facilitan la comunicacién entre el Sly el resto del organismo y son fundamentales
para el crecimiento, el desarrollo, regulacion de inflamacién y mantenimiento de la
salud. Las principales citocinas involucradas en iniciar y mantener la inflamacion
son: IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a. La inflamacion cronica y la desregularizacién en la
secrecion de citocinas tanto al alza como a la baja estan involucradas en procesos

patolégicos (Riis et al., 2015).

Si bien, no contamos con estudios previos que nos permita determinar si el
comportamiento de los marcadores de inflamacion en la poblacion estudiada es
adecuado, al tomar el grupo de lactantes con LM como control podemos observar
gue los bebés alimentados con Fl + mixta, presentan niveles mas altos de estos
marcadores. Dichas diferencias son de importancia estadistica y podrian ser de
importancia clinica. Diferentes estudios han observado que los niveles de citocinas
en saliva reflejan la actividad inmunitaria oral. Aunque la mucosa oral no es parte
central del SlI, se considera que las células de la mucosa estan involucradas en la
respuesta inmunolégica a través de la produccion de citocinas; ademas de que, la
concentracion de citocinas en saliva puede reflejar el comportamiento de las
concentraciones encontradas en sangre. Dichas citocinas a concentraciones
basales cumplen con funciones de proteccién. Por el contrario, a concentraciones
mas elevadas pueden llegar a desencadenar procesos patolégicos de importancia
(Winkler et al., 2001; Riis et al., 2015).

Un papel fundamental de la LM es evitar procesos de inflamacion en el
lactante. Las propiedades antiinflamatorias de la leche incluyen mecanismos
directos e indirectos, de manera que la LM es capaz de brindar inmunidad pasiva
por medio de inmunoglobulinas, factores bactericidas, citocinas, hormonas, factores
de crecimiento, entre otros, los cuales combaten las noxas biologicas sin causar
inflamacion, estimulando a su vez la especializacion del Sl del lactante. La LM

también brinda un conjunto de receptores como el receptor | del TNF-a (TNF-RI), el
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cual reduce la actividad inflamatoria del TNF-o uniéndolo directamente en el lumen

intestinal (Castellote et al., 2011).

La baja o nula ingesta de LM en el grupo de Fl + mixta podria explicar el
aumento de citocinas proiinflamatorias secundarias no solo a un posible aumento
de ERO, sino también en relacion con un bajo aporte de receptores de estas

citocinas, lo que dificulta la modulacion de sus concentraciones.

La hipoétesis planteada acerca del comportamiento compensatorio de los
sistemas antioxidantes medidos en saliva, puede sustentarse tomando en
consideracion las concentraciones mas altas de marcadores de inflamacion en las
muestras de saliva del grupo de FI + mixta. Dado que la inflamacion y el EO se
encuentran estrechamente vinculados y el aumento de uno desencadena la

respuesta del otro.

En cuanto a la evaluacion de marcadores de inflamacion realizado en saliva
con la poblacién dividida en 3 grupos, se encontré que la concentracion de ambas
citocinas fue mayor en el grupo de lactancia mixta, representando una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la del grupo de lactancia materna,
siendo ésta de p = 0.019 para IL-1B y p = 0.006 para TNF-a. En la Figura 8 se
muestran las graficas de cajas representativas para cada citocina. Estos resultados

concuerdan con lo observado en el andlisis de sistemas antioxidantes.
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Figura 8. Concentracion de marcadores de inflamacion en saliva (grupo piloto).
(A) IL-1B8. (B) TNF-a. tPrueba de ANOVA. tPrueba de Kruskal-Wallis. Prueba
unilateral. Las letras minusculas representan una p <0.05 por Tukey.
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DPPH en saliva (% de inhibicion)

7.2.3 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se analizé en las muestras de saliva por medio de
las pruebas DPPH y FRAP. Si bien estas pruebas por si mismas no pueden describir
un proceso biolégico, ya que estan basadas en reacciones quimicas in vitro, pueden
tomar més validez al ser acompafiadas de otro tipo de pruebas como las que se
prestan en este estudio.

Las pruebas de capacidad antioxidante no mostraron diferencias
estadisticamente significativas al evaluar el porcentaje de inhibicion (% de
inhibicion) en las muestras de saliva de ambos grupos de estudio. Para la prueba
de DPPH se obtuvo una p= 0.075; mientras que, en la prueba de FRAP la
comparacién entre ambos grupos proporciond una p= 0.893. El porcentaje de
inhibicién es proporcional a la capacidad antioxidante -de la muestra analizada. En

la Figura 9 se muestran las gréficas de cajas correspondientes a estas pruebas.
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30.00

30.001

20.001

10.00+ 20.00+
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Lactancia Materna Férmula infantil + Mixta Lactancia Materna Férmula infantil + Mixta
Grupos Grupos

Figura 9. Pruebas de capacidad antioxidante en saliva de lactantes.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la capacidad
antioxidante medida en la saliva de ambos grupos para la prueba de DPPH (A) y FRAP
(B). tPrueba U Mann-Whitney. Prueba bilateral *p <0.05.

Los resultados de este estudio en cuanto a capacidad antioxidante, difieren
con lo observado por Aycicek et al. (2006), quienes encontraron que la capacidad
antioxidante total medida en plasma de lactantes alimentados con LM era

significativamente mayor (p< 0.013) a la del grupo de lactantes alimentados con FI.
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Se observo a su vez una correlacion positiva entre la actividad de la CAT en
saliva de los lactantes del grupo de FI + mixta con el % de inhibicion evaluado por
medio de la prueba de DPPH, lo cual tiene sentido, ya que al haber un aumento de
sistemas antioxidantes en el organismo es de esperar que la capacidad antioxidante
medida también muestre niveles elevados. En la Tabla 6 se muestran las

correlaciones de variables entre los grupos de LM y FI + mixta.

Para la poblacién dividida en 3 grupos se obtuvo, por medio de la prueba de
DPPH, un % de inhibicion mayor en la saliva del grupo de lactancia mixta al
compararlo con el grupo de LM (p < 0.0001) y el grupo de FI (p=0.001). En la Figura
10 se muestran las graficas correspondientes a las pruebas de capacidad
antioxidante. Estos resultados concuerdan con lo observado al evaluar los sistemas
antioxidantes y marcadores de inflamacién. Todos estos hallazgos en su conjunto
podrian respaldar la teoria de la posible respuesta compensatoria por parte del
grupo de lactancia mixta y el agotamiento de esta misma respuesta en el grupo de
FI.
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Figura 10. Pruebas de capacidad antioxidante total en saliva de lactantes (grupo
piloto).
(A) La capacidad antioxidante de la saliva con base a la prueba DPPH tiene mayor %
de inhibicién en la saliva de lactantes que reciben alimentacién mixta en comparacion
con el grupo de lactancia materna (p < 0.001) y férmula infantil (p = 0.001). (B) La
prueba de FRAP muestra mayor % de inhibicion en el grupo de lactancia mixta, sin
representar un resultado significativo con respecto a los demas grupos. Prueba ANOVA
de una via. Las letras minusculas representan una p <0.05 por Tukey.
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Tabla 2. Sistemas antioxidantes, marcadores de inflamacion y capacidad antioxidante en
saliva con relacion al tipo de alimentacion.

LM Fl + Mixta p
n=20 n=38

Sistemas antioxidantes

GSH (pg/mg proteina) t 1.53+0.18 2.74 £ 0.35 0.002*
GPx (mU/mg proteina) t 7.31+0.91 18.13 £ 3.56 0.005*
CAT (U/mg proteina) 20.35+2.79 34.83 + 7.66* 0:062

Marcadores de inflamacién

IL-1B (pg/mg proteina) T 38.65 + 3.52 55.49 + 9.59 0.049*
TNF-a (pg/mg proteina) 4.03 + 0.53 14.47 £ 3.35 0.002*

Capacidad antioxidante
DPPH (% de inhibicién) t 14.86 + 2.58 29.68 + 7.21 0.075

FRAP (% de inhibicién) 39.55+241 41.93+ 1.54 0.893
GSH, glutatién reducido; GPx, glutation peroxidasa; CAT, catalasa; IL-1B, interleucina 1 beta; TNF-
a, factor de necrosis tumoral alfa; DPPH, prueba de capacidad antioxidante; FRAP, prueba de
capacidad antioxidante
Los datos estan representados como media + error estandar.
tPrueba t-Student.
IPrueba U Mann-Whitney para muestras independientes
Prueba bilateral. *p < 0.05.
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Tabla 3. Sistemas antioxidantes, marcadores de inflamacion y capacidad antioxidante en
saliva con relacion al tipo de alimentacion.

LM Fl Mixta
n=20 n=3 n=5 P
Sistemas antioxidantes
GSH (ug/mg proteina) t 1.53+0.182 2.29 £ 0.63 ab 3.08+0.37" 0.005
GPx (mU/mg proteina) t 7.31+0912 15.49 + 8.68 ab 19.72+3.36b 0.012
CAT (U/mg proteina) t 20.34£2.79 13.41 +6.54 2 47.69+6.43" 0.001 &t
0.002 22
Marcadores de inflamacion
IL-1B (pg/mg proteina) 38.65+3.522 40.38+11.302> 66.82+12.56" 0.019
TNF-a (pg/mg proteina) t 4.03 £ 0.53 2 12.22+8.3620 1583 +3.04" 0.006
Capacidad antioxidante
DPPH (% de inhibicién) t 1486 £2.58 2 9.23+2.662 44,03 +1.27°" 0.001
FRAP (% de inhibicién) t 39.55+241 39.69+ 248 43.60+1.76 0.749

Los datos estan representados como media + error estandar.

1Prueba de ANOVA.

IPrueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes.
Las letras mindsculas representan una p<0.05 por Tukey.

Prueba unilateral.

7.3 Andlisis en leche

7.3.1 Sistemas antioxidantes y marcadores de inflamacion

Se analizaron los sistemas antioxidantes y marcadores de inflamacion en la

LM, asi como la capacidad antioxidante total. Los resultados en este apartado se

clasificaron en dos grupos, de manera que se analizaron en uno de los grupos las

muestras de leche de aquellas mujeres que brindaron LME contra las muestras de

leche de mujeres que brindaban lactancia mixta. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacion en la Tabla 4.
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Tabla 4. Sistemas antioxidantes, marcadores de inflamacion y capacidad antioxidante en
LM.

Leche materna en Leche materna en mujeres p
mujeres con LME con lactancia mixta
n=20 n=4

Sistemas antioxidantes

GSH (ug/mg proteina) 0.011 £ 0.002 SD NA
GPx (mU/mg proteina) 0.079 £ 0.013 0.145 + 0.033 0.089
CAT (U/mg proteina) 0.282 + 0.035 0.304 £ 0.134 0.824

Marcadores de inflamacién
IL-1 B (pg/mg proteina) 0.53+0.04 0.59+0.11 0.508
TNF-a (pg/mg proteina) 0.47 £ 0.04 0.57 £ 0.31 0.792

Capacidad antioxidante
DPPH (% inhibicion) 14.11 + 1.68 SD NA

FRAP (% inhibicion) 57.65+3.71 66.36 £ 5.62 0.330
SD: sin dato; NA: no aplica.
Datos expresados como media + error estandar.
Prueba t-Student.
Prueba bilateral.

Se pueden observar en los resultados obtenidos que los sistemas
antioxidantes, los marcadores de inflamacion y la capacidad antioxidante, se
encuentran mas elevados en el grupo de mujeres que brindaban lactancia mixta; sin
embargo, esto no representa una diferencia estadisticamente significativa para

ninguna de las variables estudiadas.

L’Abbe et al.(2000) midieron la actividad enzimatica de GPx en la LM de
lactantes a término alimentados con LME, obteniendo una media de 12.3 mU/mg de
proteina. En el presente estudio, se obtuvo una media 0.079 mU/mg de proteina, la
cual se encuentra muy por debajo de lo observado por L’Abbe et al. (2000), incluso
nuestros resultados se ubican por debajo de las muestras de LM de lactantes
prematuros en donde la media fue de 10.2 mU/mg de proteina. La diferencia entre
la actividad enzimatica observada por L'Abbe y la observada en nuestro estudio
puede ser secundaria a las condiciones de almacenamiento de las muestras desde

su obtencion hasta su traslado al laboratorio en donde fueron congeladas a -80 °C.
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De acuerdo con este mismo grupo de investigadores la congelacion a -70 °C no

modifica significativamente la actividad de la GPx o SOD.

Akdag et al. (2014) también comprobaron que el almacenamiento de calostro
a -80 °C por 3 meses conservaba su capacidad antioxidante, sin mostrar cambios
con relacion al calostro fresco. Por su parte, Ankrah et al. (2000) demostraron en su
investigacion que al almacenar la LM bajo diferentes temperaturas durante 2 h se
perdia una cantidad importante de GSH, observando una disminucion de hasta 5
veces en su concentracion en LM madura almacenada a -20 °C durante 2 h en
comparacion con la LM fresca. Xavier et al. (2011) observaron el mismo fenbmeno
al medir la capacidad antioxidante de calostro, leche de transicion y leche madura
almacenada a diferentes temperaturas y bajo distintos tiempos. Concluyendo que
era necesario evitar congelar la LM para su posterior utilizacion debido a la pérdida
progresiva de antioxidantes. Tomando en cuenta gue nuestras muestras estuvieron
almacenadas a una temperatura aproximada de 4-8 °C, durante un tiempo de 2-6
horas, podria pensarse en una disminucion importante en la concentracion de GSH

y actividad de las enzimas antioxidantes medidas.

Otra posible causa podria estar relacionada con lo encontrado por Yuksel et
al. (2015), quienes observaron que a medida que el lactante crecia, la concentracion
de compuestos antioxidantes disminuia. Respecto a este punto, las muestras del
estudio de referencia fueron tomadas en la semana 12 postparto; mientras que, la

media de las muestras analizadas en nuestro estudio se recolect6 en la semana 16.

En nuestro estudio se observé una correlacion positiva (r= 0.527; p= 0.017)
entre la actividad de la GPx y la CAT en LM, se sabe que la GPx es la primera
enzima en aumentar su actividad ante la elevacion de agentes oxidantes. A medida
gue los agentes oxidantes aumentan, se hace necesaria la activacion de la CAT;
por lo tanto, el aumento en la actividad de la GPx desencadenard una mayor
actividad de la CAT.

Existen algunos estudios relacionados con el analisis de las concentraciones
de citocinas en LM, las cuales pueden ser importantes en la estimulacion del SI del
lactante. Las citocinas se han medido en diferentes etapas de lactancia. Hawkes et
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al. (1999) evaluaron la concentracion de las citocinas IL-1p y TNF-a durante las
primeras 12 semanas de lactancia, obteniendo una media de 10 pg/mL de IL-1B y
58 pg/mL de TNF-a. Riskin et al., (2012) midieron la concentracion de estas citocinas
en leche de madres de lactantes con fiebre y realizé la comparacion con un grupo
control de madres con lactantes sanos, en donde observo que los niveles de TNF-
a aumentaron de forma significativa durante la infeccion activa, sus resultados
mostraron una media de 3.66 pg/mL en el grupo de lactantes enfermos y 2.97 pg/mL
en el grupo control. Por ultimo, Freitas et al. (2019) evaluaron la concentracion de
IL-18 y TNF-a en LM madura de mujeres con preeclamsia y lactantes prematuros y
mujeres sin  preeclamsia con lactantes prematuros, _ellos observaron
concentraciones medias de IL-1p =18.7 pg/mL y 30.7 pg/mL de cada grupo
respectivamente y de TNF-a= 9.6 pg/mL y 11.9 pg/mL, sin observar una diferencia

de significancia estadistica entre los grupos.

En las muestras de LM analizadas en este estudio, se observé una
concentracion aparentemente menor con.una media de 0.53 pg/mg de proteina para
laIL-1By de 0.47 pg/mg de proteina para el TNF-a. Sin embargo, hay que mencionar
que los resultados sefalados por los estudios anteriores se encuentran reportados
en diferentes unidades; mientras que, nuestros resultados se estandarizaron de
acuerdo con la concentracién de proteina de cada muestra de leche. También es
de notar que los resultados de Hawkes et al. (1999) y Riskin et al. (2012) los cuales
fueron obtenidos de una poblacién aparentemente sana, refiriéndonos al grupo
control, y aproximadamente en la misma etapa de lactancia, y quienes también
utilizaron kits ELISA para el analisis de sus muestras, también difieren de manera
importante .en cuanto a sus resultados, consecuencia probablemente de las
condiciones constantemente cambiantes en la composicion de la LM. Dichas
condiciones dependen de mdltiples factores de importancia y en ocasiones dificiles
de controlar, que van desde el tipo de alimentacion de la madre, la regién
geografica, la etapa de la lactancia, la hora del dia en la que las muestras fueron
obtenidas, el tipo de leche obtenida hablando de leche temprana o leche tardia,
entre muchas mas, las cuales han hecho dificil la estandarizacion de los factores

bioactivos presentes en LM, por lo que se requieren mayores estudios al respecto.
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Como sabemos, la LM es rica en compuestos bioactivos cuya funcién es
proteger al lactante frente a la exposicion de patégenos, estimulando al mismo
tiempo su Sl, y promoviendo principalmente la especializacion del Sl adaptativo, con
el fin de ir formando una respuesta més especializada y eficaz. La LM también
brinda elementos que ayudan a controlar las concentraciones y facilitar la absorcion
de ciertos compuestos en el organismo del lactante. Entre estos compuestos
tenemos diferentes tipos de receptores celulares, que en el caso de las citocinas
proinflamatorias ayudan a modular su concentracion; de manera que, estas
citocinas puedan cumplir con sus funciones de sefializacion celular y estimulacion
del Sl sin llegar a ocasionar dafio. Esto en virtud de que muchos de las moléculas
presentes en nuestro organismo a concentraciones basales cumplen funciones de
proteccidn mientras que a concentraciones elevadas pueden desencadenar

procesos patolégicos.

Se ha mencionado también que ante la presencia de patégenos o probables
agentes dafiinos, las citocinas cumplen con funciones de sefializacion que permiten
la activacion de fagocitos, que al momento de fagocitar un microorganismo
producen un conjunto de ERO que permiten su eliminacién. Estas ERO son a su
vez neutralizadas por los sistemas antioxidantes. Dentro de nuestro estudio se
observé que existe una correlacion positiva entre la actividad de GPx en LM y la
concentracion de IL-B (r= 0.644; p= 0.004) y TNF-a (r=0.574; p= 0.010) en LM.
También se encontré ‘una correlacion positiva entre la concentracion GSH de LM
con el contenido-de IL-1B en LM (r= 0.671; p= 0.003), quizas esta relacion exista
con el objetivo de mantener un estado de homeostasis en caso de una probable
respuesta inflamatoria y como parte de la respuesta protectora de la LM. En este
mismao contexto también se observé una correlacion positiva entre la actividad de la
CAT en saliva con la concentracion de IL-1p en saliva en el grupo de lactantes con
LM, lo cual también puede estar ligada a la relacion que existe entre la respuesta

inflamatoria y la antioxidante.

La concentracion de IL-1p en LM también tuvo una correlacion positiva con
los niveles de TNF-a en LM (r= 0.650; p=0.004). La IL-1p tiene como una de sus
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funciones activar la secrecion de TNF-a; es por esto por lo que, el aumento de IL-

1B normalmente precede el aumento de TNF-a.

7.3.2 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se midié en LM y FI por medio de las pruebas
DPPH y FRAP. En la Tabla 5 se muestra el porcentaje de inhibiciébn para las
muestras de ambos tipos de leche.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion en LM y FI.

LM Fl

n=21 n=7 P
DPPH (% de inhibicion) 14.01 £ 1.60 nd NA
FRAP (% de inhibicion) 60.99 + 2.56 37.42 +12.40 0.179

nd: no detectable; NA: no aplica
Los datos estan representados como media + error estandar.
Prueba U Mann-Whitney para muestras independientes.
Prueba bilateral *p<0.05
El % de inhibicién de la FI, en cuanto a la prueba de DPPH, arrojo cifras por
debajo de la curva de calibracion, considerando que por medio de esta prueba no fue
posible detectar la capacidad antioxidante total en Fl. En la Figura 11 se representa la

comparacién de capacidad antioxidante entre LM y FI por medio de gréaficas de cajas.
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Figura 11. Capacidad antioxidante total en LMy FI por medio de la prueba de FRAP.
Prueba de U Mann-Whitney para muestras independientes. Prueba bilateral p< 0.05.
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La capacidad antioxidante total medida por medio de FRAP en LM y FI no
representd una diferencia estadisticamente significativa; sin embargo, la LM
presentd una tendencia mayor en esta prueba. Ezaki et al. (2008), al igual que
Oveisi et al. (2010), observaron que la LM proveia mejor capacidad antioxidante que
la FI. Por lo cual el uso temprano de la LM se considera extremadamente importante

y (til en la proteccion del lactante contra el EO.

Zarban et al. (2009) midieron el % de inhibicion en LM madura a los 90 y 180
dias postparto, obteniendo una media de 44.6 % y 38.2 % respectivamente.
Nosotros observamos un % de inhibicién por medio de la prueba de DPPH en LM
de 14.01 %. Tomando en cuenta que el promedio de nuestras muestras se obtuvo
alrededor del dia 117 postparto, este porcentaje se considera menor al observado
por Zarban et al., (2009).

En otro estudio Sandal et al. (2013) realizaron un comparativo de la
capacidad antioxidante total de las muestras de calostro de mujeres con lactantes
a término (1.67 £ 0.19 mmol ET/L) y pretérmino (1.79 + 0.20 mmol ET/L), sin

encontrar diferencias de capacidad antioxidante entre ellas.

Tabla 6. Correlacion de variables entre los grupos de LM y FI + mixta

Variables r p
Grupo LM
CAT en saliva - IL-1B en saliva t 0.620 0.008
GPx en LM - CAT en LM 0.527 0.017
GPxenLM-IL-1Ben LM 0.644 0.004
GPx en LM - TNF-a en LM 0.574 0.010
IL-1Ben LM - GSH en LM 0.671 0.003
IL-1B en LM - TNF-a en LM 0.650 0.004
Grupo FlI + mixta
Edad del lactante - FRAP saliva t 0.926 0.003
CAT en saliva - DPPH en saliva t 0.857 0.007

Prueba de Pearson
1 Prueba Rho de Spearman
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A la fecha hay muy pocos estudios que nos hablen sobre la actividad de los
sistemas antioxidantes o la concentracion de los marcadores de inflamacion en
bebés de acuerdo con el tipo de lactancia recibida. Los estudios al respecto se han
realizado por medio de muestras sanguineas, las cuales resultan invasivas y
estresantes en esta poblacién, o por medio de muestras de orina. Sin embargo,
hasta el momento ningun estudio habia medido estos parametros y su relacion con

la alimentacion por medio de muestras de saliva.

Una de las debilidades de nuestro estudio es el tamafio de muestra para los
grupos de Fl y lactancia mixta; ya que, por el nUmero de mamas participantes se
pierde poder estadistico. Esta es la principal razon por la cual se decidio unir estos
dos grupos y dejar los resultados de la clasificacion en tres grupos como una prueba
piloto que nos dé una visién general del posible comportamiento de los marcadores
estudiados en cada una de las poblaciones. Sin embargo, aun con la fusién del

grupo de Fl y lactancia mixta, nuestro numero de muestra se mantiene bajo.

Por lo cual una de las perspectivas a futuro seria realizar un estudio en dénde
se incremente la poblacién de los grupos antes mencionados que nos permita
analizar los resultados con mayor  claridad. Otra investigacion considerada
interesante es el andlisis de los sistemas antioxidantes y marcadores de inflamacion
en LM de mujeres que brindan LME y lactancia mixta, ya que en este estudio no se
demostré que hubiera una diferencia de significancia estadistica entre estos
factores medidos en ungrupo u otro. Sin embargo, el aumento en el tamafio de las
muestras de leche del grupo de mujeres que brindan lactancia mixta bien podria

modificar de manera interesante estos resultados.
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VIIl. CONCLUSION

Los niveles mayormente elevados de sistemas antioxidantes (GSH y GPx) y
marcadores de inflamacion (IL-1p y TNF-a) en saliva de lactantes que reciben Fl, ya
sea de manera exclusiva o mixta, parecen estar relacionados con una respuesta

compensatoria del organismo ante un posible incremento de ERO.

La capacidad antioxidante de la LM en comparacion con la FI no mostro

diferencias significativas. Sin embargo,

La LM de madres del grupo de lactancia mixta en comparacién con la LM de
madres del grupo de LM exclusiva no muestra una diferencia  de significancia
estadistica; por lo que, en este estudio, la composicion de la leche del grupo de

lactancia mixta no se ve afectada por la introduccion de FI.

La LM es el alimento ideal para el desarrollo de lactante. Es capaz de brindar
los elementos necesarios no solo para el crecimiento sino también para la
proteccion del lactante. Dentro de los compuestos que actian en pro de la
proteccion del lactante tenemos los sistemas antioxidantes y los marcadores de
inflamacion que también favorecen la especializacion del SI. Aun cuando no se
brinde de manera exclusiva la LM contintda siendo un fluido capaz de adaptarse a

las necesidades especificas del lactante.

Es necesario continuar generando estudios de analisis de sistemas
antioxidantes, marcadores de inflamacion y marcadores de estrés o dafio oxidativo
en saliva de lactantes en relacion con el tipo de lactancia brindada. A su vez, resulta
de importancia el andlisis de estos mismos compuestos en la LM. Lo anterior, con
el objetivo de ir marcando un referente sobre el comportamiento de los compuestos

estudiados, que nos permita en un futuro emplearlos como marcadores de riesgo.
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ANEXO A. CONSENTIMIENTO INFORMADO
Universidad Autonoma de Querétaro

Facultad de Ciencias Naturales . i

Comité de Bioética 3 50

Consentimiento informado para participar en un estudio de investigacion titulado:
Evaluacion de Marcadores Metabolicos de Riesgo en Neonatos Alimentados al Seno Materno y con
Sucedaneos de Leche Materna

Investigador principal: Dra. Karina de la Torre Carbot
Sede donde se realizara el estudio: Fac. de Ciencias Naturales UAQ y Centros de Salud del Estado de Qro.
Nombre de la participante:

INTRODUCCION

Se le invita a participar en este estudio de investigacién. Antes de decidir si participa 0 no, debe conocer los
objetivos del estudio y del procedimiento. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase
con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.
Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta
forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia con firma y fecha.

PROPOSITO

En este estudio se evaluaran componentes muy importantes de leche materna que sirven para nutrir a su bebé.
Se necesita una muestra de leche materna y ésta sera utilizada para estudiar la importancia de su consumo en
bebés y la prevencidn de enfermedades a largo plazo. La leche sobrante, que ya no pueda ser analizada, sera
desechada siguiendo protocolos de manejo de muestras biolégicas en laboratorios, de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002; sin embargo, si es posible, su leche podra ser utilizada para
estudiar algin otro componente nutritivo o0 bio-activo, con la finalidad de continuar estudiando la composicion
de la leche materna, los beneficios y/o determinar qué alimentacion llevar para mejorar su calidad. También se
evaluaran componentes en la saliva de su bebé, solo se necesitara una muestra pequefia que no molestara al
bebé y que se llevara a cabo con las medidas de higiene necesarias para la proteccion del mismo.

En caso de no estar alimentando a su bebé con lactancia materna, se le pedira la donacion de una pequefia
muestra de la leche con la que lo-alimenta.

PROCEDIMIENTOS

Grupos de estudio. Se le realizara un cuestionario de criterios de inclusion para determinar si puede ser
participante del estudio y se realizaran algunas encuestas generales. El procedimiento consiste en la aplicacion
de algunos cuestionarios y la toma de leche. Los cuestionarios y toma de muestras de leche se llevaran a cabo
en un espacio'cdmodo, privado, dentro de la clinica.

Aplicacion de encuestas generales.
Una vez firmado el consentimiento informado se le realizaran los siguientes cuestionarios:

1. Historia clinica donde se obtendran sus datos generales y se le preguntara sobre antecedentes heredo
familiares, antecedentes personales patoldgicos y antecedentes ginecobstétricos

2. Un cuestionario de estudio socioeconémico

3. Se le realizaran algunas preguntas sobre sus habitos alimentarios, se le preguntara que es lo que
regularmente come y lo que ha comido en dias anteriores.

4. Se le realizaran preguntas sobre la manera en que alimenta, o ha alimentado a su bebé, y sobre el estado
de salud de su bebe.

Toma de medidas antropométricas.
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Se realizara la toma de medidas antropométricas a su bebé: peso, talla, pliegue tricipital, circunferencia de
brazo y perimetro cefalico, posteriormente se le entregaran resultados.

Obtencién de las muestras de leche.
Se le pedira a usted que realice la extraccion de leche:

Fluido Tiempo post-parto Cantidad

Leche madura >15 dias a 24 meses 15a50 ml

Para la toma de la muestra de leche, como primera opci6n se le solicitara a usted misma que extraiga la leche
de forma manual de acuerdo con los lineamientos de la Organizacion Mundial de la Salud. En caso de que no
pueda extraerse la leche en forma manual, podra utilizar un extractor manual, que es un aparato con una copa
que se coloca en el seno, imitara a la succion que hace su bebé. Si requiere de ayuda para usar el extractor,
personal calificado podra asesorarle como hacerlo. Si usted lo desea, también puede ayudarle a usar el aparato.
Si lo desea, mientras se obtiene la muestra de leche, usted puede alimentar a su bebé con el otro seno.
Luego de recolectada la muestra sera almacenada en hielera para llevarla al laboratorio de Nutricion Humana
(FCN-UAQ) donde se almacenara a -80 °C antes de sus analisis.

EVENTOS ADVERSOS Y MOLESTIAS

Anteriormente se han realizado otros estudios sobre la composicidén de leche materna sin que estos hayan
presentado algun prejuicio a las madres participantes. Se le proporcionara asesoria en caso de que haya dudas
durante la toma de la muestra con la finalidad de que aprenda y use la técnica correcta para la obtencién de su
leche. Si no usa la técnica correcta es probable que usted sienta alguna molestia leve, o que note inflamacién
0 enrojecimiento pasajero de las mamas. Sin embargo, esto no representa un riesgo a su salud. No obstante,
en caso de ser necesario se le canalizara con su médico familiar.

La obtencion de la muestra no vulnerara la produccion de leche, ya que dicha produccién es dependiente del
estimulo de succion o el estimulo manual 0.mecanico que naturalmente ocasiona un aumento en la produccion
en las proximas horas sin embargo es posible que posterior a la donacion de leche, en los proximos minutos su
bebé tenga la necesidad de succionarmés tiempo del acostumbrado para obtener la porcién habitual de leche
que consume.

BENEFICIOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
Durante el momento de la extraccion de leche habra una persona calificada en el tema y promotora de lactancia
materna, la cual ofrecera asesoria y resolvera sus dudas.

Usted sera invitada a participar en grupos de apoyo a la lactancia materna liderados por promotoras calificadas
en el tema para asegurar el establecimiento y mantenimiento de la lactancia. En esos grupos de apoyo también
se le otorgara informacion sobre buenas précticas para llevar una alimentacion correcta de usted y su bebé. Se
le entregaran resultados de la evaluacién antropométrica que se le haya realizado al bebé (al menos peso y
talla).

CONFIDENCIALIDAD

La informacion obtenida en este estudio, utilizada para su identificacion, sera mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigadores. Los datos se utilizaran exclusivamente con fines estadisticos
generales sin dar a conocer los nombres de las madres, ni de los bebés.

INFORMACION DE CONTACTO

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre el mismo al investigador
responsable al teléfono: 192 12 00 ext. 5361 con la Dra. Karina de la Torre Carbot.
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Usted también tiene acceso al Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales al teléfono: 192 12 00
ext. 5346 con la Dra. Beatriz Rangel en caso de que tenga dudas sobre sus derechos como participante.

EL CONSENTIMIENTO A PARTICIPAR

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede, si asi lo desea, firmar la Carta
de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

Yo, he leido y comprendido la informacién
anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informada y entiendo que los
datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Estoy de acuerdo en
participar en este estudio de investigacidén. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de
consentimiento.

Nombre y firma del participante Fecha

Testigo 1 Fecha

Testigo 2 Fecha

He explicado a la Sra. la naturaleza y los propdsitos

de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participaciéon. He
contestado a las preguntas en la medida de lo posible y.he-preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he
leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a
ella.

Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
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.‘F ANEXO B. CUESTIONARIO DE SELECCION S
B [ X
) *uaa *

C \)174,)
&

\ g Iniciales Folio

LD

Fecha de nacimiento del lactante: Edad del lactante:

Nombre de la madre: Edad:

Domicilio: Teléfono:

TryN©

Actualmente ¢ qué alimentacion le ofrece a su hijo?

a) (1) Lactancia materna (2) Mixta (3) Férmula. En caso de elegir férmula indique tipo y. marca:
¢ Recibié orientacion en cuanto a la seleccion de la férmula? (SI)/(NO) ¢;Quién la

orient6?
;Cuantos embarazos ha tenido? __ Abortos __ Edad del primer embarazo Periodo intergenésico
Semanas de gestacién del Ultimo embarazo __ No. de gestas en el Ultimo embarazo Distocia durante el dltimo
embarazo:  (Sl) (NO) Complicaciones  durante el embarazo o0 el parto (SI) (NO)
;Cuales? FUM
Datos de la madre Datos del lactante
Estatura Género Peso actual Ple
Peso pregestacional Apgar Talla actual Tle
Peso al final del embarazo Temperatura Circ. Cefalica Pit
IMC PG Peso al nacer CB Circ. cefélicale
IMC actual Talla al nacer PCT CBle
Peso actual PCTle
¢ Ha tomado medicamentos o lo han vacunado en los ultimos 7 dias? (Sl) (NO)
¢ Cuéles?
Actualmente ; cual es el estado de salud del bebé?

DATOS DE LA MAMA: Durante el embarazo o actualmente le han diagnosticado alguno de las siguientes enfermedades:

Padecimiento 1)Sl 2)No Padecimiento 1)SI 2)No
Diabetes gestacional. Enfermedades de transmision
sexual.

Hipotiroidismo. Varicela.

Obesidad morbida. Estreptococo grupo B.

Rubéola. Enfermedades cardiaca o renal.

Pre-eclampsia. Depresién con medicacion.

Hipertensién arterial. Anemia.

Toxoplasmosis. Enfermedades infecciosas
En caso de contestar Sl a alguna de las preguntas indicar el producto utilizado. 1)SI 2)No
Durante el embarazo o lactancia ha consumido alcohol, cigarrillos, drogas, café
Tipo de sustancia Frecuencia
Cantidad
Durante los ultimos dos meses ¢ ha recibido algun tratamiento hormonal?
;Cual? Frecuencia
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Cantidad

Ha tomado algun multivitaminico, suplemento de aceite de pescado, omega 3, aceite de higado de bacalao,
suplementos de aceite.

;Cual? Frecuencia
Cantidad

Ha tomado algun tipo de suplemento comercial (Herbalife, omnilife etc).
;Cual? Frecuencia
Cantidad

Durante los ultimos siete dias ha consumido alguno de los siguientes medicamentos:

Riesgomuy | Ciclosporina,  Metoclopramida, ~ Metromidazol,  Tinidazol, ~Acido  5-aminosalicilico,
bajo Salazosulfapiridina, Acetaminofeno, Acetazolamida, Aciclovir, Alopurinol, Amoxicilina,
Cicloserina, Enalapril, Ibuprofeno, Ketoconazol, Ketorolaco, Loratadina, Metoprolol, Rifampicina,
Estreptomicina, Tetraciclina.

Riesgo bajo | Metotrexato, Fluoxetina, Clopormazina, Haloperidol, Clofazimina, Lamotrigina, Aspirina,
Clemastina, Ergotamina, Fenobarbital, Primidona, Eritromicina, Naproxeno.

Riesgo alto | Amiodarona, Cloranfenicol, Acebutolol, Atenolol, Bromocriptina, Litio.

Riesgo muy | Ciclofosfamida, Doxorubicina, Fenindiona.
alto

Otro

Actualmente ¢ Tiene algun problema de salud? En caso de contestar Sl indicar cual

Actualmente ¢ Se encuentra llevando alguna dieta especial? ;, Qué tipo?
¢ Quién la recomendd?

Habitos personales (antes del embarazo)

Habito SI(1) NO (2) | Frec. | Cant. | Habito SI(1) NO (2) | Frec. | Cant.
Tabaquismo Alcoholismo

Drogas Medicamentos

Tipo: Tipo:

Uso de suplementos Uso de complemento

Tipo: Tipo:

Otros:

Antecedentes heredofamiliares (AHF)

Antecedentes personales patologicos (APP)

g?;gé?ssla Si{f) | NO@) Patologia Sl NO | Tiempo de evolucién
. = (1) (2) | ylo especificar tipo
Hipertension Diabetes
anpgr - Hipertensién
Dislipidemias Cancer
Obesidad mérbida .
Otros Alergias
Reemplazo hormonal
0 anticonceptivos
Otros

98




Recordatorio de 24 h

Tiempo de comida

Alimentos consumidos (indicar cantidades)

Desayuno

Almuerzo

Comida

Colacion

Cena

¢Cuanta agua toma al dia? ¢Consume refresco?
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ANEXO C. CUESTIONARIO DEL LACTANTE. s,

Iniciales Folio

Fecha: __/ /

Instrucciones: Agradecemos su tiempo para contestar el siguiente cuestionario. Para contestarlo, en el caso de las
preguntas con opciones multiples le pedimos marcar solo una de las respuestas. Las preguntas sin opciones las puede
contestar conforme a su informacion y experiencia propia.

Las preguntas siguientes estan relacionadas con el nacimiento y la alimentacién del bebé

1. ¢Por cual via nacio el bebé?
a) Parto natural vaginal (sin anestesia o maniobra extra)
b) Parto vaginal (uso de anestesia) Indicar si se realizé alguna maniobra
extra
c) Cesarea

2. ;En qué hospital nacio su bebé?

3. Enel hospital ;su bebé estuvo en la misma habitacion con usted?
a) Si b) No

4. Al nacer el bebé, ; Como fue alimentado?
a) Foérmula infantil (tipo de férmula ¢ Cuanto tiempo fue alimentado con formula?
- )
b) Leche materna
c) Formula+ leche materna
d) Suero glucosado

5. Durante el embarazo ;Recibi6 orientacién sobre como lactar? ¢Quién brindé la
orientacion? ¢Le hubiera gustado contar con un curso de apoyo antes?

6. ¢Necesitd de algtin apoyo personal para lactar?
a) Si b)) No
7. ¢De quién recibi6 apoyo?

8. _¢Como ha sido alimentado su bebé en los ultimos dos meses y hasta la fecha?
a. Lactancia materna exclusiva (solamente leche materna, no jugos, no té, no férmula)
b. Lactancia predominante (el bebé es amamantado y también recibe pequefias cantidades de agua o
té)
c. Lactancia mixta o parcial (Se amamanta algunas veces y en otras se da férmula)
d. Alimentacion artificial (no recibe nada de leche materna, solamente férmula) Indicar tipo de férmula:

9. ¢Haintroducido algun alimento o liquido ademas de la leche materna (LM)?
a) Sib)No
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10. Explique el tipo de alimento y como lo ha introducido.

En relacién con su experiencia con la lactancia materna, le pedimos siga respondiendo las preguntas siguientes:

1. ¢Cuanto tiempo cree que debe durar la lactancia materna?
2. ;Cuanto tiempo piensa usted amamantar?

3. ¢Qué dificultades o barreras ha tenido?
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CAENC

ANEXO D. FORMATO DE ESTUDIO SOCIOECONOMICO & 0""1,
I BN
Iniciales Folio
Fecha | | |
dia mes afio
1. DATOS GENERALES
NOMBRE(S) APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO
LUGAR DE NACIMIENTO FECHA DE NACIMIENTO EDAD | ESCOLARIDAD
DOMICILIO
CALLE No. EXTERIOR
COLONIA C.P. LOCALIDAD
ESTADO TELEFONO ¢ES CABEZA DE FAMILIA?
ESTADO CIVIL ¢ TIENE ALGUNA DISCAPACIDAD?
( )SOLTERA  ( )VIUDA () UNION LIBRE () VISUAL () AUDITIVA ( ) FisicA
() CASADA ( ) DIVORCIADA ( ) SEPARADA ( JLENGUAJE ( )MOTRIiz () NINGUNA
HOGAR
SU CASAES: ¢(CUENTA CON LOS SIGUIENTES SERVICIOS DE EQUIPAMIENTO?
() Propia () Energia eléctrica ( ) Lavadora ( )Teléfono celular

() Propiay la esta pagando
( ) Rentada
() Prestada

() Vive con un familiar

( ) Drenaje () Refrigerador
()TV

() Teléfono fijo

() Horno de microondas
() Agua potable ( ) Radio/Estéreo

() Instalacién de gas () Computadora

CARACTERISTICAS DE LA CASA EL PISO ES EL TECHO ES
( ) 1Planta () Cocina () Patio () Tierra () Ladrillo Otro
()2 Plantas () No. de recamaras ( ) Cochera () Cemento () Concreto
( ) Sala () No. de bafios Otro: () Vitropiso () Lamina
() Comedor ( ) Patio Otro: () Carton
AUTOMOVIL TIPO DE COMBUSTIBLE OCUPACION
() Propio ( )Gas () Carboén () Estudiante () Comerciante
() Prestado ( ) Petréleo Otro: () Hogar () Obrera
() No tiene () Leda () Profesionista () Empleado
Otro:
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2. INTEGRANTES DEL HOGAR E INGRESOS ECONOMICOS

NOMBRE EDAD PARENTESCO ESCOLARIDAD

OCUPACION

3. SERVICIOS QUE HAY EN EL LUGAR DONDE VIVE

()Escuela | ( ) Centro de
Salud

() Pavimento | () (- )Transporte

Alumbramiento publico

publico

() Sistema de
recoleccion de

basura

4. SALUD
CUENTA CON SERVICIOS DE:
()IMSS ( )ISSSTE

( ) Seguro popular () Particular ( ) PEMEX

5. HA RECIBIDO ALGUN APOYO DE GOBIERNO ESTATAL O MUNICIPAL
()Si ()No

Si su respuesta fue Sl, favor de indicar que tipo de apoyo recibio:
() Caritas
() Otro:

() Prospera
() DIF Estatal

() Congreso del Estado

() Gestion Social del Estado
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ANEXO E. ESTANDARES Y CURVAS DE CALIBRACION

Tabla 7. Preparacién de estandares de albimina.

Concentracion BSA (ug/mL) Vol. de diluyente (pL) Vol. de ampolleta de
albdmina (pL)

0 200 0
15 198.5 15
25 197.5 2.5
35 196.5 3.5
50 195 5
75 192.5 7.5

100 190 10
125 187.5 125
150 185 15

Tabla 8. Curva estandar de GSH.

Sol. amortiguadora Sol. madre de Metanol (uL) DTNB (uL) Conc. final de GSH

Tris/EDTA (uL) GSH (L) (uL)
100 0 120 80 0
100 10 110 80 10
100 20 100 80 20
100 30 90 80 30
100 40 80 80 40
100 50 70 80 50
100 60 60 80 60
100 70 50 80 70

Tabla 9. Preparacion de estandares para TNF-a.

Vial Vol. de sol. Vol. de estdndar TNF-  Suero inespecifico de Conc. final de
blanco (pL) a (uLb) ratéon (uL) TNF-a (pg/mL)
1 950 50 uL del estandar 25 250
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2 500 500 pL del vial 1 25 125
3 500 500 pL del vial 2 25 62.5
4 500 500 pL del vial 3 25 31.3
5 500 500 pL del vial 4 25 15.6
6 500 500 pL del vial 5 25 7.8
7 500 500 pL del vial 6 25 3.9
8 500 0 25 0
Tabla 10. Curva de calibracién FRAP.
Concentracion FRAP Sol. madre Agua destilada (pL) FRAP (pL)
(uL/mL) 170pg/mL (uL)
0 0 60 240
5 1.5 58.5 240
10 3.8 56.2 240
15 5.3 54.7 240
20 6.8 53.2 240
25 9.0 51 240
30 10.5 49.5 240
Tabla 11. Curva de calibracion DPPH.
Concentracion DPPH Agua destilada Sol. madre (uL) DPPH (uL)
(ML/mL) (ML)
0 20 0 280
8.8 18.2 1.8 (Sol. madre 100) 280
17.6 16.5 3.5 (Sol. madre 100) 280
44 11 8.8 (Sol. madre 100) 280
88 2 17.6 (Sol. madre 100) 280
132 15 5.3 (Sol. madre 500) 280
176 13 7.0 (Sol. madre 500) 280
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ANEXO F. ECUACIONES LINEALES

1. Ecuacion lineal para cuantificacion de proteina

y=mx+ b y= 0.0031x + 0.0092

en donde:

m = pendiente

b = ordenada al origen

X = concentraciéon de la muestra

R2= coeficiente de determinacion

2. Ecuacioén lineal para determinacion de GSH

y=0.0223x + 0.0154 R?=0.999
3. Ecuacién lineal para la determinacién de TNF-a

y=0.0053x + 0.0376 R?=0.9985

4. Ecuacion lineal para la determinacion de FRAP
y=0.038x - 0.0042 R?=0.9969
5. Ecuacién lineal parala determinacién de DPPH

y=-0.0063x- 0.035 R?=0.9921
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