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1. RESUMEN

La practica de la lactancia materna es un proceso que beneficia la salud del neonato
a corto, mediano y largo plazo, especialmente el suministro de calostro. El calostro,
la primera secrecion producida por la glandula mamaria durante los primeros 2 a 4
dias después del parto, posee un papel fundamental en la proteccién del recién
nacido contra enfermedades transmisibles. El contenido de compuestos
inmunologicamente activos en el calostro, tiene un rol primordial en la proteccidén en
contra de patdégenos a los que se ve expuesto el neonato, especialmente aquellas
enfermedades que afectan a la poblacion infantii como las causadas por
Streptococcus pneumoniae. Uno de los principales componentes inmunoldgicos del
calostro es el contenido de IgA; en sus subtipos, IgA1 e IgA2. Los niveles de los
subtipos de IgA pueden verse afectados por varios factores en los que incluye la
vacunacion durante el periodo de gestacion.

En este trabajo se evaluaron los niveles de IgA1 e IgA2 de 113 muestras de calostro
procedentes de mujeres del Hospital de la Mujer, el Hospital 1° de Octubre ISSSTE
y el Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca mediante la técnica de
ELISA cuantitativa. Los datos obtenidos fueron analizados de acuerdo a su estado
de vacunacunacion durante el proceso de gestacion de la madre con la vacuna de
23 polisacaridos capsulares de S. pneumoniae. Ademas, se analizé el efecto del
tipo de parto en conjunto con el estado de vacunacion.

Los resultados obtenidos mostraron que la principal subclase presente en los
calostros fue IgA2 y que aquellas madres que fueron vacunadas presentaron niveles
mayores de esta subclase. Se propuso en este trabajo un mecanismo en el cual la
interaccidn previa con el patdégeno y anticuerpos naturales maternos, en conjunto
con la vacunacion (en mujeres vacunadas), pudieron incrementar los niveles de IgA.
El mecanismo toma en consideracion el hecho de que IgA2 principalmente reconoce
carbohidratos. El efecto del tipo de parto en los niveles totales de IgA1 e IgA2 no
fue concluyente. Futuros trabajos en donde se estudie la funcionalidad de los
anticuerpos IgA1 e IgA2 procedentes del calostro contra S. pneumoniae en
neonatos, el efecto del tipo de parto en los niveles de IgA y el mecanismo propuesto



son requeridos para implementar medidas de inmunizacién durante la gestacion y

reforzar la practica de la lactancia después del parto.
2. INTRODUCCION

2.1 Lactancia materna
En México, segun el estudio realizado por ENADID en 2014, la practica de la
lactancia materna no es homogénea a lo largo de todo el pais; los estados en los
cuales se reportan mayores porcentajes de la practica de la lactancia son: Puebla
(95%), Yucatan (95.2%) y Tlaxcala (95.2%), por otro lado, los estados que
reportaron los porcentajes mas bajos son: Durango (86%), Coahuila (86.2%) vy
Aguascalientes (87.2%). Ademas, mas del 90% de los hijos nacidos vivos de
mujeres de 15 a 39 afos recibieron lactancia materna, y las mujeres en ese grupo
de edad que viven en comunidades menores a 15 mil habitantes, presentaron los

mejores patrones de lactancia materna (Sanchez-Pérez et al., 2019).

2.1.1 Importancia de la lactancia materna para el infante
A través de las practicas optimas de lactancia, se han reportado diversos beneficios
para el desarrollo y salud del infante, a corto, mediano y largo plazo.

2.1.1.1  Proteccién en contra de enfermedades infecciosas
Se ha demostrado una proteccion en contra de enfermedades infecciosas a través
de los componentes presentes en el calostro y la leche madura tanto moleculares;
como enzimas, oligosacarido y lipidos, y componentes celulares; como macrofagos,
neutréfilos y demas células del sistema inmune.
El principal inhibidor del metabolismo de bacterias es la lactoferrina. La lactoferrina
inhibe el crecimiento de algunos patodgenos, al secuestrar los iones de hierro
presentes en el medio (Labbok et al., 2004). Ademas, el péptido en la posicidon
amino terminal de la lactoferrina posee propiedades antimicrobianas en contra de
Streptococcus mutans'y Vibrio cholera (Yamauchi et al., 1993).
La lisozima, una proteina litica que degrada la pared celular de bacterias, puede
poseer un rol en la proteccidon del infante, dado su alta concentracion en la leche
materna (Labbok et al., 2004; Goldman et al., 2002).



Las inmunoglobulinas suministradas mediante la lactancia materna pueden
inmovilizar patogenos, evitando su adherencia en las superficies epiteliales,
igualmente, actuan neutralizando factores de virulencia o toxinas (Labbok et al.,
2004).

La diversidad de oligosacaridos en la leche materna les confiere diferentes
funciones (Labbok et al., 2004). Una de las funciones en contra de bacterias y
toxinas, es su capacidad de inhibir la unién de patdgenos entéricos y respiratorios
a las células epiteliales, actuando como analogos de receptores (Goldman et al.,
2002). La estructura quimica del oligosacarido determinara su especificidad de
unién hacia las estructuras o toxinas de los patogenos. Por ejemplo, el gangliésido
GMH1, evita la union de la toxina de V. cholera 'y Escherichia coli (Laegreid & Kolsto-
Otnaess, 1987), mientras que la globotriaosilceramida tiene una accion similar en
contra de la subunidad B de la toxina Shiga (Newburg et al., 1992).

2.1.1.2 Prevencién de alergias

La informacién sobre la prevencion de enfermedades atdpicas y alergias es
contrastante (Minniti et al., 2014). Por un lado, existe evidencia que algunos
componentes, mediante un mecanismo de accion directa, pueden ejercer un papel
protector en contra de alergias. Por ejemplo, se ha documentado que algunos
antigenos transmitidos por aire pueden ser transferidos al infante por medio de la
lactancia, por lo tanto, la leche materna pudiera inducir la tolerancia y prevencion de
ciertos tipos de alergias (Verhasselt et al., 2008). Mientras que otros trabajos infieren
que no existe una accion preventiva en contra del asma (Kramer et al., 2007). Asi
que su rol protector aun sigue en debate.

Rajani y colaboradores proponen que la actividad protectora en contra del desarrollo
de alergias puede estar relacionada con la modulacion de la microbiota del infante,
por accion individual o conjunta de los componentes biologicamente activos, como
inmunoglobulinas, citocinas y oligosacaridos (Rajani et al., 2018).

De acuerdo con un metaanalisis del 2016 sobre trabajos realizados en paises de
ingresos bajos, medios y altos, no se encontrd evidencia clara de la proteccion de
alergias, especificamente en contra de eccema y alergias contra antigenos
alimentarios (Victoria et al., 2016). Sin embargo, se encontrd proteccion en contra



de rinitis alérgica en nifilos menores de 5 afos (Lodge et al., 2015). Ademas, se noto
una reduccién del 9% del asma a causa de la lactancia, al analizar 29 estudios

relacionados a esta enfermedad (Victoria et al., 2016).

2.1.1.3 Seleccion de la microbiota

Se ha destacado el papel de la microbiota en el mantenimiento de la homeostasis
del ser humano; especialmente en el tracto gastrointestinal, y que su alteracion,
conocida como disbiosis, puede conducir a diferentes enfermedades.

El papel del calostro para la seleccion de la microbiota del infante, es atribuido a la
funcion de las inmunoglobulinas que contiene el calostro y la leche materna,
especificamente por accion de la inmunoglobulina A (IgA), sin embargo, este rol aun
se encuentra en investigacion (Macpherson & Yilmaz, 2018; Bunker & Bendelac,
2018).

De acuerdo con los descubrimientos de Fadlallah y colaboradores en 2018, la IgA
promueve la regulacidon de la microbiota en el intestino, al determinar las
proporciones de cada filum presentes en este sitio anatdmico. Evaluando la
composicidon microbiana de las heces de pacientes sanos y pacientes con
deficiencia de IgA. Se descubri6 que la diversidad bacteriana se mantuvo en ambos
casos, sin embargo, las proporciones de 17 especies bacterianas de los filum
Firmicutes, Bacteroides y Proteobacteria aumentaron en los pacientes con
deficiencia de IgA. Ademas, las muestras de pacientes carentes de IgA presentaron
una union reducida por parte de otras subclases de inmunoglobulinas, como IgM e
IlgG al orden de Enterobacteriaceae, este orde de bacterias se encuentra

relacionado con trastornos inflamatorios en el intestino.

2114 Prevencidon de enfermedades cronicas
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
cronicas o también conocidas como enfermedades no transmisibles, son el
resultado de una serie de factores genéticos, ambientales, fisioldgicos vy
conductuales, que actuan en conjunto. Las principales enfermedades crénicas son:
enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades cronico-respiratorias y

diabetes.



La lactancia se ha considerado un factor protector en contra de algunas de las
enfermedades crdnicas, a consecuencia de sus efectos a largo plazo (Klishadi &
Faranjian, 2014).

Se ha determinado la influencia de la lactancia a la presion sanguinea, sistolica y
diastdlica, de personas adultas (Owen et al., 2003; Martin et al., 2005). El efecto
puede estar dado por el contenido de sodio y acidos grasos. Se ha propuesto tres
mecanismos que explican este efecto a la presion sanguinea, uno de ellos se le
atribuye al efecto benéfico proporcionado por el consumo reducido de sodio en la
dieta del infante por la leche materna (Fomon, 2001), otro propone que el alto
contenido consumido de acidos grasos insaturados de cadena larga en la leche
materna poseen un papel en el sistema coronario endotelial (Forsyth et al., 2003), y
finalmente, mediante la proteccion en contra de la hiperinsulinemia (Axelsson et al.,
1989).

Para la protecciéon en contra de la obesidad, se han planteado dos mecanismos
biolégicos que pueden estar implicados, el primero de ellos es atribuido a patrones
conductuales, en los que la lactancia materna mejora el proceso de la alimentacion,
el cual tiene un efecto en la saciedad y apetito del infante, lo cual puede tener una
influencia en las etapas de crecimiento posteriores (Kelishadi & Farajian, 2014). El
segundo mecanismo se encuentra relacionadas a un aspecto fisiologico, en el cual,
de manera comparativa con las formulas lacteas para infantes, la leche materna
posee menor cantidad de proteinas y lipidos, por lo tanto, la secrecién de factor de
crecimiento insulinico tipo 1 es menor y la estimulacion de adipocitos se ve
disminuida, lo que resulta en la prevencion de la obesidad (Stolzer, 2011). Estudios
in vitro han apoyado esta idea, al comprobar que hormonas presentes en la leche
materna, como por ejemplo la leptina, pueden alterar los factores de crecimiento y
prevenir la formacion de adipocitos (Hauner, Rohrig & Petruschke, 1995;
Petruschke, Rohring & Hauner, 1994). Sin embargo, aun faltan mas estudios sobre
el tema para asegurar y recalcar una proteccién en contra de la obesidad.

Varios estudios has comprobado el efecto protector de la lactancia materna en
contra de la diabetes mellitus tipo |l (Kelishadi & Farajian, 2014). La composicion de
la leche materna es considerada la responsable de dicho efecto, especialmente la

10



composicion hormonal; de insulina, motilina, introglucagdn, neurotensina vy
pancreatina, las cuales ocasionan la disminucion de los depodsitos de grasa
subcutaneos en infantes alimentados con leche materna (Lucas et al., 1980).
Algunos estudios han propuesto una disminucién de los factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares en la edad adulta. Los factores de
riesgo en los que la lactancia puede tener un efecto son el nivel de colesterol
(Singhal et al., 2004), la hipertension (Owen et al., 2003; Martin et al., 2004) y la
obesidad (Owen et al., 2008). Para establecer una relacion precisa se requieren
estudios longitudinales para determinar su efecto protector, teniendo en
consideracion la duracion de la lactancia (Kelishadi & Farajian, 2014).

2.1.1.5 Beneficios para el desarrollo cognitivo

Se ha establecido la idea de que la lactancia materna promueve de manera benéfica
el desarrollo cognitivo del infante (Labbok et al., 2004). La accién de los acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga, especificamente el acido
docosahexaenoico (DHA) y el acido araquiddnico, son considerados los principales
factores para el mecanismo del desarrollo cognitivo, por sus efectos en el sistema
visual y en el funcionamiento y desarrollo neuronal (Das & Fams, 2003; Brenna et
al., 2007; McCann & Ames, 2005).

Varios metaanalisis han establecido una correlacion entre el mejoramiento del
desarrollo cognitivo y la lactancia materna (Lee et al., 2016; Anderson, Johnstone &
Remley, 1999), mientras que otros establecen lo contrario, reportando una relacion
deébil o inexistente (Girard et al., 2017). Lee y colaboradores en 2016, establecieron
una correlacion positiva entre el desarrollo cognitivo y la duracion de la lactancia,
reportando que aquellos infantes amamantados por mas de 9 meses tuvieron un
desarrollo cognitivo significativamente mejor en comparacion de los infantes que no

recibieron lactancia materna.

2.2 Calostro
El calostro es considerado como la primera secrecion de la glandula mamaria
después del parto. La produccidon de calostro tiene una duracién de 2 a 4 dias
(Godhia & Patel, 2013). Presenta componentes cruciales para mantenimiento de la
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homeostasis del infante al apoyar su sistema inmune, ya que posee
inmunoglobulinas, factores de crecimiento, citocinas, factores antimicrobianos vy
células inmunes (Rajani et al, 2018; Bardanzellu et al., 2017). Por sus
componentes y su respectiva actividad en el infante, la funcion primaria del calostro
es inmunoldgica (Ballard & Morrow, 2013).

La leche materna es un fluido altamente dinamico, que cambia su composicién
durante la lactancia para satisfacer las necesidades de cada etapa del desarrollo
del infante. Se definen tres fases distintas de la leche materna: calostro, leche de
transicion y leche madura (Figura 1) (Ballard & Morrow, 2013; Morera-Pons et al.,
2000).

Calostro Leche de Leche madura
transicion
Duracién (dias . . 15 dias- término de
después del parto) 0-5 dias 6-15 dias lactancia
Composicion | proteinas Lactosa 3.5% lipidos
(inmunoglobulinas Vitaminas
y lactoferrina) hidrosolubles
2% lipidos Lipidos

Figura 1. Etapas de la leche materna. Se muestran los dias a los que se presenta
cada tipo de leche materna después del parto, al igual que los principales

componentes que caracterizan a cada fase.
2.2.1 Componentes inmunolégicamente activos

2.2.1.1 Citocinas
Las citocinas son proteinas involucradas en la modulacion de la inflamacién aguda
y cronica, su accion es mediante una red de interacciones que es compleja y a veces
considerada como contradictoria. Dentro del grupo de las citocinas, se encuentran
las quimiocinas, las cuales tienen una funcién en el reclutamiento de leucocitos al
sitio de infeccidén o dafo (Turner et al., 2014).
En la leche materna, las citocinas y quimiocinas difieren sus concentraciones entre

madres, ademas, la mayoria de las citocinas se encuentran en bajas cantidades, lo
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que pone en debate su actividad biolégica en el recién nacido (Rajani et al., 2018).
Las citocinas y quimiocinas en leche materna poseen un perfil que promueven la
inflamacion o protegen en contra de infecciones (IL-6, IL-8, IFN-y, TNF-a), y las que
poseen una funcidn antiinflamatoria (TGF-p, IL-10, MIF) (Ballard & Morrow, 2013).

Un ejemplo de una citocina que se encuentra en niveles biolégicamente relevantes
es la familia TGF-B (factor de crecimiento transformante 3). Se han reportado 3
isoformas de TGF-p, siendo la isoforma TGF-32 la mas abundante en leche materna
(Kalliomaki et al., 1999; Ballard & Morrow, 2013). TGF-$3 se vuelve biolégicamente
activa después del tratamiento acido, proporcionado por el bajo pH del estdmago
(Nakamura et al., 2009). Dentro de las funciones de TGF-f3 son la supresion de las
rutas Th1 y Th2, influyen en el desarrollo y maduracion del sistema inmune en

mucosas de ratones neonatos, y esta asociado con proteccion en contra del asma.

2.2.1.2 Inmunoglobulinas

El principal isotipo de inmunoglobulina presente en calostro humano es IgA,
representando 17.35 mg/ml, con una notable diferencia con IgG e IgM, los cuales
representan 0.43 mg/ml y 1.59 mg/ml, respectivamente (Stelwagen et al., 2014).

A diferencia de otras especies de mamiferos, el calostro y la leche materna poseen
un bajo contenido de IgG. Se considera que este efecto es causado por la
transferencia de IgG por via placentaria en humanos; lo que refleja adaptaciones
reproductivas y el nivel de desarrollo de la descendencia después del parto (Hurley
& Theil, 2011).

2.2.1.3 Factores antimicrobianos y moléculas multifuncionales de respuesta
innata

Un conjunto de proteinas relacionadas con funciones en la respuesta inmune de
tipo innata se encuentra en el calostro y leche materna. Tipicamente, estas
moléculas se encuentran en altas cantidades en el calostro y van disminuyendo a
medida que continua el proceso de la lactancia (Ballard & Morrow, 2013).
Entre los principales factores antimicrobianos presentes en calostro se encuentra la
lactoferrina, una glicoproteina que se une al ion férrico y que representa alrededor

de 700 mg/ml en el calostro humano (Stelwagen et al., 2009). La lactoferrina tiene
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una actividad en contra de virus, bacterias, hongos y protozoarios (Orsi, 2004). Otra
glicoproteina con funcidn inmunoldgica es la lactoadherina o Mfg8 (del inglés ‘fat
globule-EDF factor 8 protein’). La lactoadherina presente en la leche materna resiste
el paso por el estbmago (Peterson et al., 1998). Algunas de sus funciones son la
prevencion de infecciones por rotavirus en neonatos (Newburg, 1998); la
lactoadherina promueve la toma de restos apoptéticos por células fagociticas
después de de una infeccion o dafio en el hospedero (Aziz et al., 2011; Shi et al.,
2004), ademas, estimula cascadas de senalizacion mediante el bloqueo del TLR-4
y el factor nuclear kB, lo que resulta en la disminucién de la inflamacion (Aziz et al.,
2011; Kusunoki et al, 2012); en el intestino la lactoadherina promueve la
recuperacion durante el proceso de inflamacion intestinal (Kusunoki et al., 2015;
Chogle et al., 2011), y el desarrollo de un fenotipo tolerogénico en células
dendriticas y macrofagos intestinales (Aziz et al., 2011; Baghdadi et al., 2012).

La lisozima de la leche humana es una enzima que degrada la pared celular de
bacterias Gram positivas, al romper los enlaces glicosidicos del acido N-acetil
muramico con la molécula del peptidoglicano (Chipman & Sharon, 1969). La
lisozima en la leche materna se encuentra en una cantidad 300 veces mas alta que
en la leche de las vacas (Goldman, Chheda & Keeney, 2000), esta gran cantidad
compensa la baja produccion de proteinas en mucosas durante la infancia (Boat et
al., 1977).

2.2.1.4 Oligosacaridos

Los oligosacaridos presentes en la leche materna (HMO, por sus siglas en inglés)
estan compuestos por un rango de 3 a 32 monosacaridos (Newburg, Ruiz-Palacios
& Morrow, 2005). Estos azucares no son digeribles por el infante, sin embargo, su
principal funcién es proveer el sustrato necesario para la microbiota intestinal del
infante, particularmente de bifidobacterias y Bacteroides (Sela et al., 2008; Turroni
et al., 2010; Yu et al., 2013).

Otras de las funciones de los HMO son la actividad antiinflamatoria (He et al., 2014).
Algunos HMO tienen un efecto inhibitorio en el crecimiento de las células intestinales
(Kuntz, Kunz & Rudloff, 2009), mientras que otros se unen a células dendriticas a
través del receptor de lectina DC-SIGN, lo que inhibe la transferencia de virus del
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VIH a linfocitos T (Naarding et al., 2005). Ademas, se ha estudiado su funcion como
receptores analogos que se unen a bacterias entéricas y respiratorias, al igual que
toxinas (Goldman et al., 2002).

Entre madres lactantes existen variaciones en la composicion y cantidad de HMO,
a consecuencia de los diferentes grupos sanguineos y el estatus secretor, dado que
los genes FUT2 y FUT3 estan implicados (Rajani et al., 2018)

2.2.1.5 Lipidos

La leche materna posee una cantidad de lipidos que van desde 3.2 a 3.6 g/dL, de
madres en las que el embarazo llegd a término (Ballard & Morrow, 2013); los
triacilglicéridos representan el 98% del total de lipidos en la leche materna (Jensen
et al., 1995). Estos lipidos presentes en la leche materna son altamente diversos y
varia su cantidad de acuerdo con el seno que alimenta al infante y la etapa de la
leche materna (Morera-Pons et al., 2000).

Algunos acidos grasos y monoglicéridos producidos del proceso de digestion
enzimatica de triacilglicéridos poseen capacidad antiviral, mediante la disrupcion de
virus envueltos (Isaac, 2001).

2.2.1.6 Células del sistema inmune

La leche materna contiene linfocitos, macréfagos y células madre (Jarvinen &
Soumalainen, 2002; Indumathi et al, 2013). En especial, el calostro puede
suministrar 10'° leucocitos al dia, sin embargo, sus funciones son inciertas (Ballard
& Morrow, 2013).

Se ha sugerido que las células fagociticas de la leche materna poseen la capacidad
de ofrecer proteccidn en contra de patdégenos, ademas, pueden estimular el
desarrollo del sistema inmune del neonato (Ballard & Morrow, 2013).

2.2.2 Inmunoglobulina A (IgA) en calostro
El isotipo IgA tiene dos subtipos en humanos, IgA1 e IgA2, derivados de dos genes
distintos para la region constante de la cadena pesada (Ca) (Woof & Kerr, 2004).
Ademas, muestran una ubicacion diferencial en los tractos mucosos: IgA1 se

encuentra predominantemente en la piel, suero, saliva y tracto respiratorio alto,
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mientras que IgA2 se localiza en el intestino grueso y delgado (Pakkanen et al.,
2010).

Las inmunoglobulinas presentes en el calostro humano, principalmente IgA en su
forma secretora (slgA), son producidas por células plasmaticas en la glandula
mamaria, que son originadas de células B provenientes del intestino delgado y de
las ramificaciones bronquiales (Goldman et al., 2002; Goldman, 2000).

2.2.2.2 Caracteristicas y funcion de IgA1 e IgA2 en calostro
En humanos, IgA1 e IgA2 difieren en la region bisagra. IgA1 posee una region rica
en prolina de 13 aminoacidos, mientras que IgA2 carece de dicha region. Esta
variacion le permite a la IgA2 ser resistente a la digestion por proteasas bacterianas
(Corhtesy, 2010; Kilian, Mestecky & Russell, 1988).
De las principales funciones que se han estudiado sobre IgA en leche materna, es
su habilidad para unirse a bacterias en el intestino del infante. Sus consecuencias
son diversas y han sido parcialmente elucidadas; dentro de las cuales incluye la
neutralizacion y bloqueo de la unién de microrganismos a las células del hospedero,
de manera similar, bloquean la translocacion de microorganismos entre los
compartimientos internos, inhiben la respuesta de células T, modifican la expresion
de genes y el metabolismo de microorganismos (Relman, 2019).
En condiciones de inflamacion, IgA puede reclutar el complemento. Sin embargo,
comparado con el isotipo IgM e 1gG, el isotipo IgA estimula de manera precaria la
activacion del complemento (Bunker & Bendelac, 2018).

2.2.2.3 Reconocimiento de IgA en calostro
Los niveles de IgA y su especificidad en el calostro humano es reflejo del ambiente
al cual la madre fue expuesta: presion microbiana, contacto con animales, antigenos
dietarios e inmunizacion durante el embarazo (Rajani et al., 2018).
Sanchez-Salguero y colaboradores determinaron una presencia diferencial en los
niveles de IgA1 e IgA2 en calostro dependiendo de los episodios infecciosos durante

el embarazo. Los niveles de IgA1 fueron mayores cuando se registré una infeccion
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respiratoria en la madre, mientras que se determinaron niveles altos de IgA2 cuando

se registro una infeccion en el tracto gastrointestinal.

2.3 Impacto de la vacunacién en el calostro

La vacunacién durante el periodo de gestacién induce la produccion de anticuerpos
en secreciones y suero, ademas, estimula la transferencia de anticuerpos anti-
antigenos vacunables por via placentaria (Healy, 2012; Omer, 2017). Gran parte de
los estudios sobre los efectos de la vacunacion sobre el periodo gestacion, se han
dirigido hacia la prevenciéon de la enfermedad en la madre, con ello, evitando la
enfermedad en el neonato (Omer, 2017).

Se ha determinado la induccion de anticuerpos IgA como consecuencia de la
vacunacion de una variedad de antigenos en diferentes periodos del embarazo. Por
ejemplo, la vacunacion en contra Haemophilus influenzae tipo B (Hib) en mujeres
embarazadas, a través de la vacuna de polisacarido capsular polirribosilribitol
fosfato (PRP), mostrd ser segura y genero una alta cantidad de anticuerpos anti-Hib
en suero y leche materna (Englund & Glezen, 2003). La inmunizacion con
polisacaridos del meningococo durante la gestacién indujo la presencia de IgA en
contra del serotipo A en la leche materna, ademas, los anticuerpos persistieron

hasta 6 meses después del parto (Healy & Baker, 2007).
2.4  Streptococcus pneumoniae

2.41 Caracteristicas microbiologicas

Streptococcus pneumoniae, también conocido como neumococo, es una bacteria
patogena oportunista Gram positiva y capsulada, que causa enfermedades en las
vias respiratorias altas (Weiser et al., 2018).

Las células poseen una forma lanceolada, las cuales miden de 0.5 a 1.2 um de
diametro y se agrupan en pares (diplos). Cuentan con un metabolismo anaerobio
facultativo (Prado, 2001).

Los aspectos morfolégicos particulares de S. pneumoniae son: a) capsula,

compuesta de polisacaridos que se ubica sobre la pared celular bacteriana, y tiene

17



una funcion en la evasion del sistema inmune, al ser antifagocitica y al bloquear
estéricamente la fijacion de proteinas del complemento; b) pared celular, que posee
una composicion clasica de las bacterias Gram positivas, peptidoglucano (N-acetil
glucosamina, acido N-acetil muramico y residuos de lisina que forma enlaces
peptidicos) y acido teicoico, este ultimo contiene un esqueleto de ribitol fosfato
covalentemente unido a fosforilcolina; c) pili, el cual es una estructura flamentosa
multimérica que se encuentra unida a la pared celular (Henriques-Normak &
Tuomanen, 2013).

S. pneumoniae posee una competencia natural, lo que la hace una bacteria capaz
de tomar ADN del medio en el que se encuentra. Este proceso se lleva a cabo por
péptidos estimulantes de competencia (CSP1 y CSP2), los cuales interaccionan con
el sistema ComD/E para la activacidn de operones, respuesta que culmina en la
expresion de genes para la unién y toma del material genético (Henriques-Normak
& Tuomanen, 2013).

Se han reportado 98 serotipos distintos de S. pneumoniae (Geno et al., 2017), y se
considera un serotipo como una cepa de neumococo la cual produce un polisacarido
capsular con una estructura quimica y propiedades serologicas unicas (Geno et al.,
2015).

2.4.2 Relevancia médica y epidemiologia

Las infecciones causadas por S. pneumoniae pueden generar diferentes
manifestaciones clinicas, que se encuentran en funcién a las caracteristicas del
huésped, el agente causal y el ambiente. Se clasifican en dos tipos: 1) infecciones
invasivas o invasoras, en las cuales se presenta una diseminacion por medio de la
sangre con o sin localizacién secundaria en un sitio normalmente estéril. Las
principales infecciones invasivas son neumonia, meningitis y sepsis. 2) Infecciones
no invasivas, las cuales la forma de diseminacion es canicular (a través de canales
o ductos presentes en el cuerpo humano). Las infecciones no invasivas incluyen la
otitis media aguda, sinusitis, conjuntivitis, entre otras (Reyes-Gomez et al., 2011).

La transmision ocurre en forma de aerosoles y por el contacto con secreciones
nasales (Henriques-Normak & Tuomanen, 2013; Weiser et al., 2018). La

diseminacién requiere la interaccion cercana con ninos pequefnos, los cuales son
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los principales portadores (Weiser et al., 2018). Los nifios menores de 5 afos son
portadores de S. pneumoniae, alrededor del 27% de los nifios en paises
desarrollados, mientras que en paises en desarrollo se presenta en el 85% de la
poblacion infantil (WHO, 2012). Existe una mayor frecuencia de la transmision
durante meses frios y secos, dado que las secreciones de las vias aéreas son mas
abundantes y existe una mayor probabilidad de que ocurra en conjunto con una
infeccion viral de las vias respiratorias altas (Musher, 2003; Numminen et al., 2015;
Gwaltney et al., 1975).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud en 2008, aproximadamente
500,000 nifios menores de 5 afos alrededor del mundo murieron a causa de
enfermedades neumocaocicas, y la mayor parte de esas muertes se registraron en
paises en desarrollo. La principal causa de mortalidad por S. pneumoniae es por
neumonia (GDB Lower Respiratory Infections Collaborators, 2018). En México, la
Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud reporté en 2004, una
incidencia de enfermedades neumocécicas de 47,849 en nifilos menores de 1 afio,
y de 46,760 en nifilos de 1 a 4 afos.

La distribucion de los serotipos de S. pneumoniae causantes de enfermedad varian
por factores como la edad, la ubicacion geogréfica y el tiempo (WHO, 2011).

El estudio epidemioldgico de la distribucidn de los serotipos de S. pneumoniae ha
revelado ciertas tendencias, de acuerdo a las caracteristicas de incidencia y efecto
en el huésped. Los serotipos 6B, 9V, 14, 19F y 23F, de acuerdo con la nomenclatura
danesa, son comunmente encontrados en nifos pequefos. Los serotipos 1y 7F, se
encuentran altamente involucrados en enfermedades invasivas (cuentan con un alto
potencial invasor), mientras que otros serotipos se encuentran mas relacionados
solo con la portacion (Henriques-Normak & Tuomanen, 2013). Sin embargo, se han
encontrado que las tasas de mortalidad mas altas estan relacionadas con serotipos
de bajo potencial invasor, es el caso de los serotipos 3, 6B y 19F (Sandgren et al.,
2004).
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2.4.3 Polisacaridos capsulares
Los polisacaridos capsulares de S. pneumoniae son de gran interés como factores
de virulencia y como inmundgenos, estos ultimos para la prevencion de
enfermedades especificas del serotipo (Bush et al., 2014).
La composicidon quimica de la capsula consiste en unidades repetidas de azucares,
generalmente tiene de dos a ocho residuos de un monosacarido, y puede
encontrarse sustituciones por grupos O-acetil, fosfoglicerol y piruvil acetal en
diferentes ubicaciones dentro de la estructura y a distintas frecuencias (Calix et al.,
2012). Las estructuras mas simples de polisacaridos capsulares son polimeros
lineales, en donde las unidades repetidas solo son dos 0 mas monosacaridos,
mientras que los mas complejos, son polisacaridos ramificados con el esqueleto
formado por unidades repetidas, las cuales pueden estar compuestas por uno a seis
monosacaridos con los correspondientes sustituyentes como cadenas laterales
(Figura 2) (Paton & Trapetti, 2018).
De los 98 serotipos documentados a la fecha, solo se ha determinado la estructura
quimica de las uniones repetidas para alrededor del 70% de ellos (Geno et al.,
2015).
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Figura 2. Diferentes estructuras de las unidades repetidas de 9 serotipos de S.
pneumoniae: 6A, 6B, 14, 15B, 15C, 19F, 19A, 19B, 19C. Se considera como el inicio

de la unidad repetida al residuo Glc. Imagen tomada de Paton y Trappetii, 2018.

La diversidad de serotipos yace en las variaciones en el locus cps, que codifica
proteinas que intervienen en la sintesis de polisacaridos capsulares. Las
variaciones son en los genes presentes en cada serotipo, ademas, de diferencias a
nivel secuencia, que ocasionan desigualdades en el porcentaje de identidad entre
serotipos relacionados (Paton & Trappetti, 2018).
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La capsula de S. pneumoniae es considerada el factor de virulencia mas importante,
al evadir el sitema inmune del hospedero (Weiser, Ferreira & Paton, 2018; Patton &
Trappetti, 2015). La capsula lleva a cabo diversos mecanismos dependiendo de la
zona anatomica donde se encuentre:

e En zonas mucosas, se considera que promueve la colonizaciéon de la
nasofaringe. Este efecto es causado porque la mayoria de los polisacaridos
capsulares a pH fisiolégico se encuentran altamente cargados,
consecuentemente, se genera una repulsion de los mucopolisacaridos ricos
en acido sialico, evitando que la bacteria sea atrapada en el moco.
Igualmente, facilitando el acceso y la unién a las células epiteliales (Nelson
et al., 2007).

e La capsula evita la activacion del complemento, tanto la ruta clasica como la
alternativa, al cubrir estructuras profundas en la pared celular, que no pueden
ser alcanzadas por inmunoglobulinas, la proteina C reactiva o por
componentes del complemento (Patton & Trappetti, 2015; Hyams et al.,
2003).

e Al reducir la interaccion de inmunoglobulinas y C3b/iC3b unidas a estructuras
bacterianas, con sus receptores cognados en células fagociticas, disminuye

la opsonizacion (Hyams et al., 2003).

2.4.4 Vacunacion en contra de S. pneumoniae

De acuerdo con el esquema de vacunacion de México, establecido por la Secretaria
de Salud, la vacunacién en contra de S. pneumoniae en infantes se realiza con la
vacuna de conjugada de neumococo a los 2 meses, 4 meses y 6 meses. Por otro
lado, la vacunacion de personas mayores de 2 afios en situacion de riesgo y adultos
mayores de 65 se lleva a cabo con la vacuna de polisacaridos capsulares.

Dado que los polisacaridos capsulares son el principal factor de virulencia de S.
pneumoniae, este es el antigeno usado en las formulaciones de las vacunas
actuales (Maimoni-Gongalves et al., 2019).

La proteccion de infantes por medio de la vacunacion neonatal esta limitada por
inmadurez del sistema inmune para generar una respuesta adaptativa efectiva,

ademas, por el hecho de que, a pesar de la vacunacion, la enfermedad puede
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proseguir (Healy, 2012). Es por ello que se han desarrollado dos tipos de vacunas
para generar una proteccion efectiva. Los dos tipos de vacunas, que son
administradas por una ruta parenteral, son la vacuna de polisacaridos de
neumococo 23 valente (PPV-23) y vacunas conjugadas de neumococo, PCV7,
PCV10 y PCV13. La valencia corresponde a numero de polisacaridos de diferentes

serotipos incluidos en la formulacion de la vacuna (Maimoni-Goncalves et al., 2019).

2442 Vacuna de polisacaridos capsulares (PPV-23)
Los polisacaridos capsulares son antigenos independientes a células T, lo que
significa que no producen memoria inmunolégica o que no requieren la cooperacion
de células T para ejercer una respuesta inmunoldgica, dado que no son presentados
por el MHC. De manera mas especifica, los polisacaridos capsulares de S.
pneumoniae son antigenos T independientes de tipo 2 (TI-2), al ser una estructura
molecular repetida y solo activar células B maduras (Lesinski & Westerink, 2001).
Los antigenos en esta vacuna estimulan a los linfocitos B de la zona marginal en el
bazo, los cuales maduran hasta que el individuo se encuentra en su segundo afio
de vida (Timens et al., 1989), por lo tanto, en nifios menores de 2 afos, la vacuna
PPV-23 no es efectiva (Clutterbuck et al., 2012). Mientras que su efectividad en
adultos ha sido cuestionada, en diferentes metaanalisis no se ha podido demostrar
su efectividad por las inconsistencias presentadas (Schiffner-Rohe et al., 2016; Tin
Tin Htar et al., 2017)
La vacuna PPV-23 fue licenciada en 1983 y cubre aproximadamente el 90% de los
aislados de neumococo que son invasivos (Robbins et al., 1983). Su formulacién
comprende los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9V, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F y 33F. Posee 25 ug de cada serotipo y no contiene
adyuvante (Geno et al., 2015).

2443 Vacunas conjugadas (PCV7, PCV10y PCV13)
Las vacunas conjugadas consisten en los polisacaridos capsulares purificados
unidos covalentemente a una proteina inmunogénica acarreadora (Lesinski &
Westerink, 2001). Estas vacunas fueron desarrolladas para ser inmunogénicas en
infantes menores de 2 anos (Geno et al., 2015).
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Las proteinas acarreadoras difieren en cada tipo de vacuna conjugada. En la vacuna
PCV10, el serotipo 18 esta unido al toxoide tetanico, el serotipo 19F al toxoide de
difteria (DT), y los serotipos restantes (1, 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F) a la proteina
D (lipoproteina recombinante de 42kDa de Haemophilus influenzae). En las vacunas
PCV7 y PCV13, todos los serotipos estan conjugados a la proteina CRM+1g7 (variante
de DT) por medio de una aminacidon reductiva (Poolman, Peeters & van den
Dobbelsteen, 2013).

Estas vacunas han mostrado su efectividad, al ejercer la produccion de anticuerpos
en contra de la capsula de los polisacaridos presentes en la vacuna, lo cual reduce
la prevalencia de portacidén y la densidad de esos serotipos. Sin embargo, se ha
reportado un aumento de la incidencia en la portacion y desarrollo de enfermedades
neumocaocicas invasivas causadas por serotipos no vacunables, evidenciando el

reemplazamiento de serotipos (Geno et al., 2015).

2.5 Anticuerpos en calostro contra polisacaridos capsulares de S. pneumoniae

En 1989, Ladjeva, Peterman & Mestecky evaluaron los niveles de IgA1 e IgA2 en
18 muestras de calostro humano. Su estudio se enfocO en antigenos dietarios y
microbianos, incluyendo polisacaridos capsulares de S. pneumoniae. Concluyendo
que para el neumococo, no existia una relacion diferencial entre los niveles de IgA1
e IgA2. Sin embargo, su estudio carece de un analisis en relacion a la historia clinica
de la madre durante el periodo de gestacion.
Se ha evaluado la vacunacién con los polisacaridos del neumococo para mostrar su
efecto protector al recién nacido, pero la informacion sigue siendo escasa
(Chaithongwongwatthana et al., 2015), al no haber estudios sobre la relacion de los
subtipos de las inmunoglobulinas IgA y su posible funcion. Mientras que otros
estudios han revelado la presencia de anticuerpos IgA especificos en la leche
materna después de 4 a 6 meses del parto, ademas, estudios in vitro mostraron que
la adherencia del serotipo 14 del neumococo al epitelio se vio disminuida cuando el
calostro de madres inmunizadas se encontraba presente (Healy, 2012).
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3 JUSTIFICACION

La informacion sobre los niveles de los subtipos de inmunoglobulina A; IgA1 e IgA2,
dirigidos en contra de polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumoniae en
calostro humano es escasa, en especial datos de la poblacion mexicana. Su estudio,
con un enfoque en el proceso de vacunacion, lo hace atractivo para elucidar efectos
de la vacunacion en el calostro y su posible rol en la proteccion del infante. Ademas,
se contribuye con informacidn para los protocolos de vacunacién durante el proceso
de gestacion, al igual que promueve el desarrollo, descubrimiento y mejora de
vacunas que pueden tener un efecto en recién nacidos. Igualmente, se aporta datos

que apoyan la importancia del proceso de la lactancia materna.

4 HIPOTESIS

Las madres mexicanas que fueron vacunadas durante el periodo de gestacion
contra Streptococcus pneumoniae presentaran mayores niveles de anticuerpos que
reconocen polisacaridos capsulares en comparacién con las madres que no fueron

vacunadas.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar los niveles presentes de IgA1 e IgA2 en el calostro de mujeres mexicanas
que reconocen algunos de los 23 serotipos de polisacaridos capsulares de

Streptococcus pneumoniae procedentes de la vacuna Pulmovax.

5.2 Objetivos especificos
« Evaluar mediante ELISA indirecta cuantitativa los niveles de IgA1 e IgA2 que
reconocen polisacaridos capsulares de S. pneumoniae.
« Comparar los niveles de IgA1 e IgA2 en calostro con la vacunacion durante
el periodo de gestacion.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Calostros

Se analizaron 113 muestras de calostro de mujeres mexicanas de entre 20 a 35
anos, procedentes de tres hospitales distintos de la Ciudad de México y el Estado
de Meéxico: Hospital 1° de Octubre del ISSSTE, Hospital Regional de Alta
Especialidad de Ixtapaluca y el Hospital de la Mujer. Del numero total de muestras
de calostro, 55 de ellas provinieron de madres que tuvieron un parto por via vaginal,
mientras que los 56 restantes por cesarea. Por otro lado, 108 de las muestras
corresponde de madres primerizas, 3 de madres que es su segundo parto y 2 de
madres que es su tercer parto.

6.2 Suero de referencia
Para realizar la curva estandar en el ensayo ELISA indirecta cuantitativa, se empleo
un suero de referencia. Dicho suero correspondio a una mezcla de suero de madres
de 20 a 35 anos de edad, que, de acuerdo con sus respectivos historiales clinicos,

fueron vacunadas en contra de S. pneumoniae durante el proceso de gestacion.

6.3 Pulmovax: vacuna de polisacaridos capsulares
Para el estudio se empled la vacuna antineumocécica de 23 polisacaridos
capsulares, Pulmovax® MSD 0.5 mL. Los serotipos presentes en la vacuna, de
acuerdo con la nomenclatura danesa, son 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F, 14,15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, y 33F. Cada serotipo se encontraba
en una cantidad de 25 pg, en una solucién isoténica de NaCl con 0.25% de fenol

como conservador.

6.4 Analisis experimental
El pretratamiento de las muestras de calostro consistio en la centrifugacion de las
muestras a 2000 g por 10 minutos a 4° C (centrifuga Allegra X-22R Benchtop
Cetrifuges Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, EUA), posteriormente, se

realizaron las diluciones necesarias.
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Para la deteccion de anticuerpos IgA1 e IgA2 presentes en el calostro humano en
contra polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumonie se realizé la prueba
ELISA cuantitativa de la siguiente manera.

Se sensibilizé los pozos requeridos de la placa MaxiSorp (Thermo Scientific, Nueva
York, EUA) con 50uL de polisacaridos capsulares (Pulmovax, polisacarido capsular
aislado de 23 serotipos de Streptococcus pneumoniae) 10 ug/ml diluido en PBS 1X,
se incubo6 a 37° C durante 5 horas; posteriormente, se volvidé a incubar a 4° C por
12 horas.

Se lavo la placa con 100 uL PBS-Tween20X 0.05% (Tween 20, Sigma-Aldrich
Company®, USA) ocho veces (los posteriores lavados se realizaron con el mismo
sistema amortiguador). Se bloqueo con 50uL de PBS 1X-Tween 0.05% BSA 5%
(BSA, Sigma-Aldrich Company®, EUA) suero fetal bovino 1% (SFB, Biowest®,
Riverside, MO, EUA) a los pozos donde se sensibilizé6 con IgA2 durante 1 hora a
37° C. Para los pozos donde se analiz6 IgA1, el agente de bloqueo consistio en PBS
1X-Tween 0.05%. Se lavo por cinco veces.

Se afnadieron 50 uL calostro a una dilucion de 1:100 por triplicado; la placa se incubd6
por 2 horas a temperatura ambiente. Dependiendo los controles a emplear, no se
les agregd muestra de calostro. Después de la incubacion, la placa fue lavada cinco
veces.

Se agregaron 50 ulL de anticuerpo secundario: anti-IgA1 1:2500 (anticuerpo
monoclonal de raton, Abcam®) o anti IgA2 1:2000 (anticuerpo monoclonal de ratén,
Abcam®), dependiendo el anticuerpo a cuantificar. Se incubé la placa durante 45
minutos a 37° C, y posteriormente se lavo cinco veces. Se afiadieron 50 uL de
estreptavidina-HRP 1:5000 (estreptavidina HRP, Abcam®); la placa se incubd por
45 minutos a 37° C, y finalmente se lavo cinco veces.

Para revelar se agregaron 50uL de TMB 1X (3’3”-5-5-tetrametilbenzidina, Abcam®),
el cual se dejo reaccionar hasta un cambio de color (3 minutos aproximadamente);
posteriormente, se adicionaron 50 uL de acido sulfurico 0.2M. La densidad optica
en los pozos se leyod con un lector de ELISA (Sunrise, Tecan®, TX, EUA) a 450 nm.
Las concentraciones de los anticuerpos IgA1 e IgA2 se calcularon de acuerdo con

una curva de calibraciéon usando el suero de referencia.
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6.5 Analisis estadistico

Se determino el tipo de distribuciédn de los datos con la prueeba de Kolmogorov-
Smirnov. Para el analisis estadistico de los niveles de los subtipos de IgA, se emple6
un intervalo de confianza de 95%. La evaluacién estadistica de dos grupos de datos
se realizd con la prueba de U de Mann-Whitney, mientras que para el analisis de
mas de tres grupos de datos se realizé la prueba Kruskal-Wallis. El analisis
estadistico de los datos y graficas se realizaron con el programa GraphPad Prism
(Software GraphPad® version 8, La Jolla, CA, EUA)

7 RESULTADOS

Se analizaron 113 muestras de calostro provenientes de mujeres de dos hospitales
de la Ciudad de México; el Hospital 1° de Octubre ISSSTE (HO, 35 muestras,
30.97%) y el Hospital de la Mujer (HM, 38 muestras, 33.63%), y un hospital del
Estado de México; el Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca (HI, 40
muestras, 35.40%). La edad promedio de las madres fue de 27.19 + 5.2 afios,
mientras que el numero de madres de acuerdo con el tipo de parto correspondiéé a
55 partos por via vaginal (48.67%) y 56 partos por cesarea (51.33%). El numero de
parto correspondioo al siguiente: su primer parto 108 mujeres (95.57%), 3 mujeres
su segundo parto (2.65%) y 2 mujeres su tercer parto (1.77%). El estado de
vacunacion en contra S. pneumoniae fue el siguiente: 98 mujeres fueron vacunadas
durante el periodo de gestacion (86.72%) y 15 mujeres no fueron vacunadas durante
el periodo de gestacion (13.27%) (Tabla 1). El rango de tiempo en el cual las
muestras de calostro fueron tomadas fue desde 7 horas hasta 72 horas despuéués
del parto.
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Caracteristica

Frecuencias (%)

Hospital Hospital 1° de Octubre ISSSTE 35 (30.97%)
Hospital Regional de Alta 40 (35.40%)
Especialidad de Ixtapaluca
Hospital de la Mujer 38 (33.63%)

Edad 27.19 + 5.2 ainos (promedio)

Tipo de parto Via vaginal 55 (48.67%)
Via cesarea 56 (51.33%)

NuUmero de partos  1° 108 (95.57%)
2° 3 (2.65%)
3° 2 (1.77%)

Vacunacioén Vacunadas 98 (86.72%)

contra No vacunadas 15 (13.27%)

S. pneumoniae

Tabla 1. Caracteristicas y su correspondiente frecuencia de las 113 muestras de

calostro de las madres. Se muestra el hospital de procedencia de la madre, la edad

promedio, el tipo de parto, el numero de partos de la madre y su estado de

vacunacion en contra S. peumoniae durante el periodo de gestacion.

La evaluacion de los niveles de IgA1 e IgA2 de las 113 muestras que reconocen

alguno de los 23 polisacaridos capsulares presentes en la vacuna Pulmovax®,

mediante la técnica de ELISA cuantitativa, resultd en niveles mayores de IgA2
(promedio 1168 + 555.9 ng/ml) que de IgA1 (promedio 513.8 + 356.2ng/ml) (Figura
3). Estos valores mostraron una diferencia significativa de acuerdo con la prueba U
de Mann-Whitney, p<0.001.
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Figura 3. Niveles de IgA1 e IgA2 que reconocen polisacaridos capsulares de S.
pneumoniae de la vacuna Pulmovax en muestras de calostro (n=113). Las barras
muestran los valores promedio y su desviacion estandar: promedio de IgA1 1168 +
555.9 ng/ml e IgA1 513.8 + 356.2ng/ml. El analisis estadistico fue realizado usando
la prueba de Mann-Whitney. ***p<0.001

Evaluando los niveles de los subtipos de IgA en calostro, segregando por su estado
de vacunacion en contra de S. pneumoniae, 98 mujeres vacunadas contra 15
mujeres no vacunadas, resultd en lo siguiente (Figura 4). Los niveles de IgA1 en
calostro resultaron ser mayores en mujeres que fueron vacunadas (promedio 534.4
+ 333.5 ng/ml) en comparacion a sus contrapartes no vacunadas (promedio 378.9
+ 472.4 ng/ml); con una diferencia significativa, p=0.01. Por otro lado, los niveles de
IgA2 mostraron una diferencia mayor en calostro de mujeres vacunadas contra los
niveles de mujeres no vacunadas, promedio 1238 + 537.8 ng/ml y 723.6 + 467.8
ng/ml, respectivamente. Estos valores presentaron una diferencia significativa,
p=0.001.
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Figura 4. Niveles de IgA1 e IgA2 de calostro de mujeres vacunadas (n=98) y no
vacunadas (n=15). Las barras muestran los valores promedio y su desviacion
estandar. Los niveles de IgA1 de ambos grupos, mujeres no vacunadas (promedio
378.9 +£472.4 ng/ml) y mujeres vacunadas (promedio 534.4 £+ 333.5 ng/ml) presento
una diferencia significativa de acuerdo con la prueba de Mann-Whitney. *p<0.05.
Los niveles de IgA2 de ambos grupos, mujeres no vacunadas (promedio 723.6 +
467.8 ng/ml) y mujeres vacunadas (promedio 1238 + 537.8 ng/ml) presenté una

diferencia significativa de acuerdo con la prueba de Mann-Whitney. ***p<0.001.

Al evaluar el efecto del tipo de parto (por via vaginal o cesarea) y estado de
vacunacion en los niveles de IgA1 e IgA2 en calostro, resulto en lo siguiente. En las
mujeres que se sometieron al procedimiento quirurgico, los niveles de IgA1 son
mayores en aquellas mujeres que fueron vacunadas durante su periodo de
gestacion (promedio 498.4 + 359.9 ng/ml) que las que no fueron vacunadas
(promedio 222.6 + 209.1 ng/ml), p=0.0115. Mientras que, dentro de este mismo
grupo, mujeres sometidas a cesarea, los niveles de IgA2 resultaron ser mayor en

mujeres vacunadas (promedio 1190 + 557.1 ng/ml) que en mujeres no vacunadas
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(promedio 758.7 + 384.9 ng/ml), p=0.0096. Por otro lado, dentro del grupo de las
mujeres que tuvieron un parto por via vaginal, no se presentd una diferencia entre
los niveles de IgA1 en el calostro de las mujeres vacunadas en el periodo de
gestacion (promedio 569.5 + 306.5 ng/ml) en comparacién con el calostro de las
mujeres que no fueron vacunadas (promedio 691.5 + 704.5 ng/ml), p=0.8403. Los
niveles de IgA2 en las muestras de calostro de mujeres con parto por via vaginal
resultaron mayores en las que fueron vacunadas (promedio 1281 + 521.7 ng/ml) en
comparacion con las que no lo fueron vacunadas (promedio 653.5 + 650.7 ng/ml),
p=0.0384 (Figura 5). De manera similar con los resultados de la figura 3, los niveles

de IgA2 fueron mayores que los niveles de IgA1 en ambos grupos de mujeres.

[ No vacunadas
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* kK ns
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IgA1 IgA1 IgA2 IgA2 IgA1 IgA1 IgA2 IgA2

Cesarea Vaginal

Figura 5. Niveles de IgA1 e IgA2 en calostro de acuerdo con su estado de
vacunacion de mujeres que se sometieron a parto por cesarea o por via vaginal.
Las barras muestran los valores promedio y su desviacion estandar. Los niveles de
IgA1 en calostro, de mujeres que tuvieron parto por cesarea, son mayores en
mujeres vacunadas que las mujeres no vacunadas, con un promedio de 498.4 +
359.9 ng/ml contra 222.6 + 209.1 ng/ml, respectivamente. *p<0.05. Los niveles de
IgA2 en calostro, de mujeres que tuvieron parto por cesarea, son mayores en

mujeres vacunadas que las mujeres no vacunadas, con un promedio de 1190 +
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557.1 ng/ml contra 758.7 + 384.9 ng/ml, respectivamente. **p<0.05. Para el grupo
de mujeres que se sometid a un parto por via vaginal, los niveles de IgA1 de mujeres
vacunadas y no vacunadas no mostraron una diferencia significativa. ns= no
significativo. Mientras que los niveles promedio de IgA2 fueron mucho mas altos en
mujeres vacunadas 1281 + 521.7 ng/ml, que en mujeres no vacunadas 653.5 +
650.7 ng/ml. *p<0.05

Los niveles de IgA1 e IgA2 en calostro, comparando el tipo de parto (vaginal o
cesarea) resulto en lo siguiente (Figura 6). Para los niveles de IgA1, las mujeres que
tuvieron un parto por via vaginal, sus muestras de calostro resultaron en mayores
niveles de inmunoglobulinas que reconocen polisacaridos capsulares de S.
pneumoniae (promedio 580.4 + 352.8 ng/ml), que aquellas mujeres que se
sometieron a cesarea (promedio 448.4 + 352.8 ng/ml), p=0.0146. Mientras que para
los niveles de IgA2, los calostros presentaron niveles mas altos que para IgA1, sin
embargo, al comparar entre mujeres que tuvieron un parto por via vaginal y por
cesarea; promedio de 1224 + 558.1 ng/mly 1111 + 552.9 ng/ml, respectivamente.

Estos valores no mostraron una diferencia significativa, p=0.1978.
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Figura 6. Comparacion de los niveles de los subtipos de IgA en calostro humano de

acuerdo con el tipo de parto. Las barras muestran los valores promedio y su
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desviacidn estandar. Los niveles de IgA1 fueron mayores en muestras de calostro
en las que las madres se sometieron parto por via vaginal que las que se sometieron
a cesarea, promedio de 580.4 + 352.8 ng/ml contra 448.4 + 352.8 ng/ml,
respectivamente. *p<0.05. Los niveles de IgA2 en calostros provenientes de ambos
grupos de mujeres, mujeres con parto por via vaginal y cesarea, no presentaron una

diferencia significativa. ns= no significativa.

Al comparar los niveles de IgA1 e IgA2 de los calostros con su hospital de
procedencia se obtuvo lo siguiente (Figura 7). Para los niveles de IgA1 entre el
Hospital de la Mujer (HM), el Hospital 1° de Octubre ISSSTE (HO) y el Hospital
Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca; no se presentd una diferencia
significativa, p=0.3079. De manera semejante, los niveles de IgA2 de los mismos
hospitales no presentaron una diferencia significativa, p=0.0753.
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Figura 7. Niveles de IgA1 e IgA2 de acuerdo con el hospital de procedencia de las
muestras de calostro. Las barras muestran los valores promedio y su desviacion
estandar. No se presento una diferencia significativa entre los niveles de IgA1 ni de
IgA2 usando la prueba estadistica Kruskal Wallis en ambos grupos. ns= no
significativa. HM=Hospital de la Mujer, HO= Hospital 1° de Octubre ISSSTE, HI=
Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca.
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8 DISCUSION

La poblacion estudiada mostré una proporcién equitativa con respecto al hospital de
procedencia de los calostros (HO 30.97%, HI 35.40% y HM 33.63%) y el tipo de
parto al que se sometieron las madres (vaginal 48.67% y cesarea 51.33%). Mientras
que la mayoria de las muestras de calostro procedieron de mujeres primerizas
(95.57%) y vacunadas contra S. pneumoniae (86.72%).

El principal isotipo de IgA que se encontré en las muestras de calostro fue IgA2
(Figura 3), de igual manera, las madres que fueron vacunadas presentaron niveles
mayores de ambos subtipos de IgA, con notables niveles de IgA2 (Figura 4). IgA2
se ubica en zonas mucosas del intestino grueso y delgado (Pakkanen et al., 2010).
Por otro lado, la inmunoglobulina IgA1 se encuentra en mucosas de vias
respiratorias altas, donde S. pneumoniae puede iniciar el proceso de colonizacion
en el hospedero (Weiser, Ferreira & Paton, 2018). Se ha demostrado que IgA1
reconoce con mayor afinidad antigenos de naturaleza proteica (Ladjeva, Peterman
& Mestecky, 1989), mientras que en este trabajo se analizaron carbohidratos que
fueron reconocidos principalmente por IgA2, lo cual es congruente con anteriores
estudios (Zheng et al., 2020).

Se han propuesto dos hipétesis para interpretar la elevada presencia de IgA2 sobre
IgA1 (Tregoat, et al., 2001), que son aplicables a los resultados de este estudio. La
primera, desde un enfoque evolutivo, explica que bacterias con las enzimas
necesarias para degradar IgA1 humana en su region bisagra contribuyen a los
niveles diferenciales de IgA. Esto es coherente con S. pneumoniae dado que posee
la metaloproteinasa dependiente de zinc ZmpA (también conocida como proteasa
de IgA1) (Weiser, Ferreira & Paton, 2018). La segunda hipotesis expone que la
produccion de IgA1 alcanza un nivel establecido, lo que ocasiona el incremento de
IgA2. Se ha reportado que existen rutas de regulacion independientes para cada
subtipo de IgA (Conley, Albeter & Douglas, 1893).

Una variedad de vacunas administradas por via parenteral, subcutanea e
intradermal pueden generar la produccion de anticuerpos en zonas mucosas. El
mecanismo molecular que desencadena tal respuesta no ha sido completamente

elucidado. Sin embargo, se considera que antigenos T dependientes administrados
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mediante una inmunizacion sistémica son tomados por células presentadoras de
antigeno (APC) en un nodulo linfatico cercano al sitio de administracion,
posteriormente migran al tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas
en inglés) donde activan células B y células T CD4*. Por consiguiente, se descarta
que los antigenos independientes de células T puedan generar proteccion en zonas
mucosas (Su et al., 2016). Ademas, se ha comprobado que la vacuna PPV23 no
induce inmunidad en mucosas (Pletz et al., 2008).

La informacién sobre el sito inductor de células B es importante para establecer la
relacion con las células productoras de anticuerpos (APC, por sus siglas en inglés)
IgA1 e IgA2 en la glandula mamaria. Se ha considerado que las células B maduras
productoras de IgA derivadas de MALT; incluyendo el tejido linfoide asociado a
intestino (GALT, por las siglas en inglés de ‘gut-associated lymphoid tissue’) y el
tejido linfoide asociado a nasofaringe (NALT, por las siglas en inglés de
‘nasopharinx-associated lymphoid tissue’), migran a la glandula mamaria justo antes
del parto, y en la etapa media y tardia de la lactancia mediante un arreglo compartido
de citocinas y moléculas de adherencia (Brandtzaeg, 2010; Wheeler et al., 2007).
Lo que indica que los altos niveles de IgA1 e IgA2 reportados en este estudio en
mujeres vacunadas y no vacunadas puede deberse a un mecanismo diferente a la
sola induccion de anticuerpos por la vacunacion.

Un mecanismo plausible que puede explicar los altos niveles de inmunoglobulinas
en los calostros analizados es en el que las madres estuvieron en contacto con S.
pneumoniae en un momento antes del proceso de gestacidn. La bacteria pudo estar
presente en algun sitio anatdmico blanco donde pudo colonizar o causar infeccion,
por consiguiente, genero linfocitos B de memoria productores de IgA. Se ha
comprobado que con solo la colonizacion por S. pneumoniae se incrementan los
niveles de anticuerpos en suero y mucosas que reconocen la capsula o proteinas
de superficie de S. pneumoniae (Richards et al., 2010). Posteriormente, después
del proceso de vacunacion en el periodo de gestacion, se generd una respuesta
inmunologica por parte de células B maduras a alguno o algunos de los 23 serotipos
presentes en la vacuna Pulmovax®, antigenos a los que previamente las madres

pudieron haber sido expuestas. Consecuentemente, se pudo ocasionar que las
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mujeres vacunadas presentaran una remarcada diferencia en los niveles de IgA1 e
IgA2 en calostro a diferencia de sus contrapartes no vacunadas. Por otro lado, la
presencia de anticuerpos naturales maternos (mNab, por sus siglas en inglés) con
reactividad cruzada, también puede jugar un papel crucial en los niveles de las
subclases de IgA reportadas (Zheng et al., 2020). Este posible mecanismo también
explica por qué las mujeres no vacunadas durante el proceso de gestacion poseen
niveles considerables de anticuerpos IgA1 e IgA2 que reconocen algunos de los 23
polisacaridos capsulares de S. pneumoniae. Ademas, el hecho de que las madres
en este estudio, con promedio de edad de 27.19 + 5.2 afios, no fueron inmunizadas
con la vacuna conjugada PCV7 durante su infancia, favorece tal mecanismo; dado
que esta fue implementada en 2006 en México.

Se mantuvieron niveles altos de los subtipos de IgA en mujeres vacunadas,
especialmente para los niveles de IgA2 independientemente del tipo de parto
(Figura 5). La evaluacion del tipo de parto, sin la segregacion de los datos por estado
de vacunacion, solo mostré una diferencia en los niveles de IgA1; siendo las mujeres
que se sometieron a un parto vaginal las que presentaron mayores niveles de esta
inmunoglobulina. Se ha reportado que el parto por cesarea retrasa el inicio de la
lactancia (McDonald et al., 2012; Dewey et al., 2003; Evans et al., 2003), ademas,
su contenido proteico se ve negativamente afectado (Dizdar et al., 2014). La
informacion sobre los niveles de IgA en calostro y leche materna con respecto al
tipo de parto no es concluyente, como lo reportado en la literatura. En trabajos
previos, se ha observado que el tipo de parto no tiene efecto en las concentraciones
de IgA y otros componentes inmunoldgicos de la leche materna; IgG, IgM y TGF-f
(Kulski, Smith, & Hartmann, 1981; Affolter et al., 2016), o no pudo ser determinada
(Munblit et al., 2016). Por otro lado, Striker y colaboradores (2004) reportaron un
aumento de IgA en muestras de calostro de mujeres que se sometieron a un parto
por cesarea, especialmente aquellas mujeres que previa a la cesarea tuvieron un
trabajo de parto. En los estudios mencionados se evalua el efecto del tipo de parto
sobre la concentracion IgA total, mientras que la evaluacion de la concentracion de
sus subclases, IgA1 e IgA2, puede variar. Ademas, la evaluacion de IgA antigeno
especifico, igualmente, puede generar resultados diferentes a los reportados con
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los niveles totales de IgA. Estudios donde se incluya criterios de inclusion rigurosos
y sistematicamente establecidos, con un énfasis en infecciones previas, deben ser
conducidos para establecer el efecto del tipo de parto en los niveles de IgA.

En neonatos, la funcionalidad de los anticuerpos IgA1 e IgA2 provenientes del
calostro, que reconocen polisacaridos capsulares de S. pneumoniae, es incierta. Un
comportamiento similar a lo que ocurre con la IgG de la leche materna en contra de
patogenos intestinales puede presentarse (Zheng et al., 2020; Caballero-Flores et
al., 2019). Se ha reportado la transferencia de anticuerpos IgG mediante la leche
materna de ratones inmunizados contra Citrobacter rodentium, los cuales protegen
a la descendencia de la infeccion y posterior muerte causada por este patégeno
entérico (Caballero-Flores et al., 2019). Se requiere informacion sobre el papel del
calostro y leche materna en contra de infecciones en las vias respiratorias altas para
comprender la accion de las inmunoglobulinas IgA1 e IgA2 en los tejidos blanco de
S. pneumoniae.

No se present6 una diferencia entre los hospitales de procedencia de los calostros
(Figura 7). Esto se pudo haber suscitado debido a que la ubicacion de los hospitales
se encuentra en la misma zona del pais (zona central de México), por consiguiente,
las madres pudieron estar expuestas al mismo arreglo de neumococos, dado que
los serotipos de S. pneumoniae son dependientes al tiempo y zona geografica
(WHO, 2011). La fijeza de los niveles de IgA1 e IgA2 de las muestras con respecto
a su origen presento una ventaja para el analisis de los resultados en este trabajo,
se pudo obtener una perspectiva del nivel de IgA1 e IgA2 de la poblacién de la zona
central del pais. Sin embargo, un estudio con muestras de calostro de diferentes
hospitales del pais podria generar el comportamiento en cuanto a los niveles de las
subclases de IgA de la poblacién mexicana.

9 CONCLUSION

Los 113 calostros analizados, provenientes del Hospital de la Mujer, el Hospital 1°
de Octubre ISSSTEP y el Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca,
presentaron mayores niveles de IgA2 que de IgA1 evaluado por los estados de
vacunacion de las madres; mujeres que fueron vacunadas con la vacuna de 23

polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumoniae durante el periodo de
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gestacion, y evaluando solo el contenido de cada subclase de IgA. Sin embargo, no
se obtuvo un resultado determinante sobre el efecto de tipo de parto en conjunto
con el estado de vacunacion en los niveles de IgA1 e IgA2. Mas estudios sobre el
papel de tipo de parto en el contenido de cada subtipo de IgA y la funcionalidad de
los anticuerpos IgA en contra de S. pneumoniae en el neonato son requeridos para
consolidar esquemas de vacunacidén contra este patdogeno durante el periodo de
gestacion y reforzar la practica de la lactancia materna, especialmente del calostro,

como una forma de prevencion de enfermedades infecciosas.
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