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Resumen

La leche humana establece una conexiéon efectiva entre el sistema inmune materno y el del
recién nacido que se encuentra completando su desarrollo en los primeros meses de vida. La
compleja naturaleza fisicoquimica de la leche permite vehiculizar eficientemente junto con los
macro y micro nutrientes una diversidad de componentes con propiedades inmunoldgicas que
otorgan proteccion pasiva en el intestino neonatal, siendo las inmunoglobulinas IgA e IgM
secretorias, las proteinas microbicidas y las mucinas algunos de los componentes mas
relevantes y extensamente estudiados en este sentido. Ademas, durante la lactancia temprana
el sistema inmune del recién nacido se desarrolla en presencia de anticuerpos maternos IgG
ademas de los secretorios y otros componentes con propiedades inmunomoduladoras que
contribuyen a la configuracion de los mecanismos de tolerancia oral en el intestino neonatal asi
como a la seleccién del repertorio de especificidades de los linfocitos B; ademas algunos
componente influyen sobre la composicién de la microbiota, y su homeostasis favoreciendo el
establecimiento de una simbiosis efectiva con efectos inmunomoduladores sobre la barrera
epitelial. En suma, en esta revision nos focalizamos en las propiedades inmunoreguladoras de
los componentes bioactivos que aporta la leche materna, criticos para el adecuado desarrollo
del sistema inmune intestinal del recién nacido, y cuyos efectos beneficiosos tienen impacto en
la salud a més largo plazo en la vida del individuo.
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Summary

Human milk establishes an effective connection between the mature maternal immune system
and the newborn's which is completing its development in the first months of life. The complex
physicochemical nature of milk allows the efficient transport of the macro and micro nutrients in
concomitance with a variety of immunological components which confer passive protection in
neonatal intestine, being secretory IgA and IgM immunoglobulins, microbicides proteins and
mucins some of the most widely studied components in this context. In addition, during early
lactation the newborn immune system develops in the presence of maternal secretory and IgG
antibodies besides other components with immunomoregulatory properties that contribute to the



setting of oral tolerance in the neonatal intestine and to the selection of the repertoire of B
lymphocytes; some components also influence the composition of the microbiota, and its
homeostasis favoring the establishment of an effective symbiosis with immunomodulatory
effects on the epithelial barrier. In short, in this review we focus on the immunoregulatory
properties of bioactive components provided by breast milk, whose support is critical to the
proper development of the intestinal immune system of the newborn, whose beneficial effects
have an impact on health beyond childhood.
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Introduccién

Los efectos beneficiosos de la lactancia sobre la salud del recién nacido son reconocidos
desde hace décadas. Sin embargo, a medida que se fue avanzando en la caracterizacion de la
gran diversidad de componentes presentes en la leche, las perspectivas sobre el alcance de
los beneficios sobre la salud del individuo se amplificaron considerablemente. Desde el punto
de vista inmunoldégico, clasicamente se ha jerarquizado la importancia de la leche materna en
las defensas frente a infecciones, a través del aporte de inmunoglobulinas en conjunto con
otros componentes con actividad microbicida (ej. lisozima, lactoferrina) y factores que
fortalecen la funcion barrera del epitelio intestinal.

En las ultimas décadas se ha puesto gran atencion en los efectos beneficiosos de la lactancia
gue impacten sobre la salud del individuo a mas largo plazo, particularmente en la capacidad
de proteger frente al desarrollo de patologias con una base inmunoldgica que incluyen a las
alergias, asma y enfermedades autoinmunes como la diabetes tipo 1 y Enfermedad celiaca
[1,2].

Si bien los mecanismos moleculares que median los efectos protectores no se conocen aun en
humanos, la induccién de la tolerancia oral es el proceso central sobre el cual los componentes
de la leche tendrian efecto; estos mecanismos se establecen durante una ventana de tiempo
critica de la vida del individuo en la que se configura el funcionamiento del sistema inmune y se
instala la microbiota que luego permanece relativamente estable de por vida. Por otra parte, los
efectos beneficiosos de una dieta saludable sobre la inmunidad de un individuo se han
observado desde hace mucho tiempo, aunque es mas recientemente que se ha comenzado a
dilucidar la interconexién entre las vias metabdlicas y de sefializacion de células del sistema
inmune, que permitirian en un futuro plantear intervenciones nutricionales racionales [3,4].

Los efectos de la dieta sobre el sistema inmune son particularmente criticos durante el periodo
neonatal, en el cual la leche materna representa un sustento nutritivo Unico, que podria
considerarse un alimento funcional modelo por la enorme diversidad de componentes con
actividad bioldgica que contiene, en una matriz compleja que garantiza el adecuado transporte
de macro y micronutrientes; es por ello que la tematica también tiene interés desde una
perspectiva tecnoldgica para el disefio de alimentos funcionales.

La leche contiene una diversidad de componentes con efectos directos o indirectos sobre el
funcionamiento del sistema inmune concentrados mayoritariamente en la fraccion acuosa:
inmunoglobulinas, citoquinas, vitamina A, factores de crecimiento y una diversidad de



carbohidratos. Por otra parte, los glébulos de grasa que derivan de las células epiteliales de la
glandula mamaria y que representan la fase dispersa de la emulsiéon lactea, también aportan
componentes con efectos inmunomoduladores como los &acidos grasos poliinsaturados y la
lactaderina, una molécula que contribuye a la fagocitosis de células apoptéticas, promoviendo
su eficiente eliminacion controlando la inflamacién [5]. Adicionalmente, en la fase en
suspension de la leche se encuentran componentes como células maternas, microorganismos
y exosomas con diversas acciones a nivel del intestino del lactante que también impactan
sobre la inmunidad [6,7] (Figura 1A).

En esta revision nos centraremos en el analisis de los principales componentes con actividad
inmunomoduladora de la leche humana que actdan sobre el sistema inmunolégico de la
mucosa intestinal del nifio. En particular, nos focalizamos en la triada: microbiota - sistema
inmune intestinal - compuestos bioactivos de la leche, ya que la adecuada interrelacion entre
estos componentes es fundamental para la salud del recién nacido a corto y a largo plazo.

Los carbohidratos de laleche y sus efectos inmunomoduladores

Una caracteristica muy sorprendente de la leche humana es la gran cantidad y diversidad de la
fraccién de carbohidratos, que comprende oligosacaridos, mucinas, glicolipidos y gangliésidos
[6]. Estos componentes presentan gran variabilidad a nivel individual y durante el curso de la
lactancia [8,9,10,11]. A su vez, la glicosilacion de proteinas es dinamica y variable durante la
lactancia, tanto en términos de grado de glicosilacion como de especies de glicanos
incorporados. Esto Ultimo tiene efectos sobre la funcionalidad de proteinas como la lactoferrina
cuyo nivel de glicosilacion influye sobre su capacidad de unién a patdgenos e interferencia con
las células epiteliales [12].

La funcion clasicamente reconocida para los carbohidratos de la leche se basa en actuar como
sustrato de fermentacion y contribuir a la configuracion de la microbiota mediante un efecto
prebidtico. La colonizacién del intestino del recién nacido es un proceso importante que
condiciona el desarrollo del sistema inmune de las mucosas, con un patron particular para cada
individuo y en parte dependiente de los microorganismos que inician dicho proceso, que a su
vez estan determinados por el tipo de nacimiento (parto vaginal 6 ceséarea) [13,14]. Luego del
nacimiento, y durante cierta ventana de tiempo, la composicién de la microbiota intestinal
posee cierto dinamismo, cambiando desde una comunidad limitada de bacterias hasta alcanzar
la enorme variabilidad de especies que integran la microbiota intestinal adulta [15].

En el nifio, la evolucion de la microbiota intestinal es afectada por factores ambientales,
genéticos y por la dieta. Tal es asi que los nifios alimentados con leche materna poseen una
microbiota muy distinta a la que presentan los alimentados con férmulas [16,17,18,19]; estas
diferencias son atribuidas basicamente a los carbohidratos de la leche materna.

Ademads, los carbohidratos de la leche contribuyen en forma directa e indirecta a la funcién
inmunoldgica del recién nacido. La forma mas evidente de incidir sobre la salud del nifio se
basa en la capacidad de algunos carbohidratos de interferir con la uniébn de microorganismos
patdgenos al epitelio intestinal en base a sus propiedades de adherencia [20,21]. Es asi que se
ha reportado correlacion inversa entre los niveles de oligosacaridos y la incidencia de diarreas



causadas por varios agentes infecciosas [22,23].

Un trabajo reciente muestra que MUCL1, la principal glicoproteina en leche humana, bloquea el
ingreso de patogenos a las células mediante su interaccion con el dominio lectina del receptor
tipo C-lectina Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin -
DC-SIGN [24]. Ademas, la internalizacion de antigenos por DC-SIGN est4 implicada en la
induccioén de tolerancia modificando las respuestas mediadas por linfocitos T [25]; la interaccion
de DC-SIGN con M. tuberculosis o HIV resulta en la inhibicion de la respuesta inmune con
importante produccion de IL-10 y expresion disminuida de citoquinas proinflamatorias [26]. Por
otra parte, algunas especies de Lactobacillus con propiedades probidticas contribuyen a la
generacion de linfocitos T regulatorios a través de la interacion con DC-SIGN [27].

En suma, en base a las propiedades inmunomoduladoras de DC-SIGN y a su expresion en la
mucosa intestinal en edades tempranas se ha sugerido que MUC1 ademas de promover las
defensas mediaria mecanismos de regulacion de la inmunidad del neonato capturando
antigenos de la leche materna con la subsecuente induccion de tolerancia oral,
presumiblemente con efectos beneficiosos sobre su salud a largo plazo [24].

Algunos oligosacaridos con propiedades prebidticas son particularmente utilizados como
sustrato de fermentacién por especies de la microbiota del lactante pertenecientes a las
bifidobacterias. Por ejemplo, B. breve y B. infantis son potentes fermentadoras de
oligosacéaridos pequefios fucosilados y sialilados asi como de almidon conduciendo a la
formacion de acidos grasos de cadena corta (acidos butirico, propidnico y acético). En
particular, la generacion de acido acético a partir de oligosacéaridos de la leche causa una
disminucion del pH que favorece la funcion barrera epitelial del neonato.

El &cido butirico es producido principalmente del almidon, e interacciona con receptores
expresados en células del sistema inmune (GPR43 y GPR41 en neutréfilos y células
mononucleares periféricas) asi como en enterocitos [28]. La interaccién de acidos grasos de
cadena corta con estos receptores en leucocitos tienen efectos antiinflamatorios, al inhibir la
infiltracién leucocitaria, la producciéon de TNF-a por neutréfilos y el efecto quimiotactico; en
parte estos efectos son mediados a través de su interaccién con la via de sefalizacion NF-kB
[29]. Ademas, mas recientemente se ha reportado que el receptor para niacina (GPR109A) a
través de su interaccion con el butirato en células dendriticas y macréfagos, promueve la
diferenciacién de linfocitos Treg [30]. En algunos modelos se evidencié que este efecto fue
mediado por modificacion del gen de Foxp3 en linfocitos T, causando el incremento de la
diferenciacién de Treg [31].

En suma, en base al poder intrinseco inmunoregulador de la microbiota en su interaccion
directa con los enterocitos y las células dendriticas asi como en forma indirecta a través de los
productos de fermentacion generados, se condiciona la inmunidad neonatal que puede
predisponer y/6 proteger frente a patologias inmunoldgicas y/6 metabdlicas, dependiendo del
trasfondo genético del hospedador.

Por otra parte, la homeostasis de la microbiota es controlada por las inmunoglobulinas de la
leche materna, con las que se establece un mecanismo de mutua regulacion.



La interrelacién entre los anticuerpos de la leche materna y la microbiota

La leche humana contiene anticuerpos mayoritariamente producidos por el sistema inmune de
las mucosas materno, con un amplio espectro de especificidades. La intensa recirculacion
entero-mamaria promovida por las hormonas lactogénicas garantiza que plasmoblastos
productores de anticuerpos contra agentes infecciosos, componentes dietarios y la microbiota
dominante migren a la mucosa mamaria desde el intestino y otros tejidos. Alli, los anticuerpos
mayoritariamente IgA diméricos son transportados por el Rplg hacia le leche adquiriendo la
estructura de IgA secretoria (IgAs), en forma analoga aunque en mucho menor cantidad se
encuentra la IgM secretoria de la leche (IgMs).

Varios trabajos han mostrado que las bacterias en las heces se encuentras recubiertas por
anticuerpos secretorios del tipo IgA, y que estan concentradas en la capa mas laxa de mucus,
en contraparte a la zona con mayor densidad de mucus adyacente a las células epiteliales, la
cual es practicamente estéril [32]. Probablemente, esta compartimentalizacion tiene la finalidad
de controlar la invasividad por microorganismos de la microbiota, aunque no se conocen
exactamente los efectos de la unién de los anticuerpos sobre la viabilidad bacteriana asi como
el repertorio de reconocimiento contra distintas especies. Se propone que los anticuerpos
especificos para la microbiota participan en su homeostasis y en la regulacién de la funcion
epitelial en base a una mutua interrelacién de cooperativismo [33] (Figura 1B).

La IgAs regula la homeostasis de la microbiota y ésta en contraparte influye sobre la expresion
del receptor de poli inmunoglobulina (Rplg) en las células epiteliales asi como la expresion
génica en enterocitos colonicos. Los ratones deficientes (knock out) para el Rplg y las crias
resultantes del entrecruzamiento endogamico y con ratones con expresion normal de Rplg,
permiten disponer de animales con deficiencia selectiva de IgAs de origen materno 6
endogena, asi como de animales completamente deficientes de IgAs [34]. Este interesante
modelo de Rogier et al (2014) puso en evidencia que la ausencia de IgAs materna propicia el
transporte de bacterias aerobias oportunistas a los ganglios mesentéricos en forma comparable
a lo observado en individuos inmunodeficientes. Ademas, la composicién de la microbiota en la
etapa adulta difiri6 entre animales que recibieron IgAs materna, con cierto paralelismo entre
especies de la microbiota de individuos con enfermedad inflamatoria intestinal pediatrica.

En suma, los resultados ponen de manifiesto que el mutualismo entre la microbiota y el
hospedador es regulado por la IgAs a lo largo de la vida; en una primera etapa a través de la
IgAs introducida pasivamente por la leche materna que luego sera reemplazada por la IgAs
enddgena, cuya produccion estable en el ser humano es mas tardia que los otros isotipos e
influenciada por diversos factores ambientales y la microbiota.

Participacion de los anticuerpos de laleche en los mecanismos de tolerancia oral

La tolerancia oral se define como la ausencia de mecanismos inmunes efectores frente a
antigenos inocuos que ingresan al organismo a través de las mucosas; su induccion es un
proceso complejo que involucra mas de un mecanismo y esta influenciado por diversos
factores como la predisposiciébn genética, la integridad de la barrera epitelial, el grado de
maduracion del sistema inmune, la dosis y naturaleza del antigeno [35].



La inducciéon de tolerancia oral en animales de experimentacion se ve favorecida si la
administracién de los antigenos a animales neonatales se realiza a través de la leche materna
[36,37]. Este fendmeno se explica parcialmente por la presencia de niveles relativamente altos
de TGF-? [38] y otras citoquinas menos abundantes como IL-10 que también podrian tener un
rol fundamental durante el periodo de lactancia [1]. De hecho,animales alimentados con
férmulas exentas de TGF-? han mostrado inflamacion intestinal y desarrollo de alergia a la ?-
lactoglobulina, el alérgeno de la leche de vaca mas importante en edad pediétrica [39,40].

La generacion de linfocitos T regulatorios es central para la tolerancia oral como se demuestra
en un modelo en el cual las madres fueron sensibilizadas con ovoalbumina (OVA) en aerosol y
la progenie en edad adulta fue sometida a un protocolo clasico de induccion de alergia; se
observd que las crias de madres sensibilizadas con el antigeno presentaron menos efectos
adversos en comparacion con las crias de madres que no estuvieron expuestas a OVA. En
este modelo la transferencia de protecciéon fue anulada por la neutralizacion del TGF-? en la
leche materna y se verific6 que la proteccidn estaba sostenida por linfocitos T regulatorios. [41].

Los anticuerpos especificos para componentes de la dieta y la microbiota también tendrian un
rol en el establecimiento de la tolerancia oral. En particular, los anticuerpos de isotipo IgG
pueden ser transportadas por el receptor neonatal (FCRn) expresado en el intestino de ratones
neonatos, y a través de su interaccién con receptores expresados en células presentadoras, los
anticuerpos modularian la magnitud y las caracteristicas de las respuestas efectoras. Hembras
sensibles a ovoalbumina y expuestas al antigeno durante la lactancia presentaron altos niveles
de inmunocomplejos del antigeno de isotipo IgG1 en la leche. La induccion de tolerancia contra
OVA fue de mayor amplitud y duracion en los ratones amamantados por madres previamente
sensibilizadas. Estos resultados muestran que una efectiva induccion de tolerancia contra el
antigeno depende de una eficiente trasferencia de inmunocomplejos del antigeno de clase 1gG
probablemente a través del receptor neonatal FcRn [42,43]. Interesantemente, se obtuvieron
resultados similares en un modelo de alergia alimentaria al mani, en el cual las crias de madres
expuestas al alérgeno fueron protegidas frente al desafio intragastrico con el mismo[44].

Por otro lado, las IgAs también podrian estar implicadas en los mecanismos de tolerancia oral.
Se ha descrito un receptor que interacciona con los dominios C?1 y C?2 de la IgAs en la cara
apical de las células M que mediaria el pasaje de complejos inmunes, promoviendo su
captacion por células dendriticas y direccionandolos a los 6rganos linfoides donde se
desarrollan los procesos de tolerancia, con una potente produccion de IL-10 [45]. De esta
manera, no se descarta que los inmunocomplejos de IgAs contra antigenos dietarios y
microbiota sean transportados desde el lumen intestinal por IgAs para ser internalizados por las
células dendriticas que, en un contexto antiinflamatorio, inducirian tolerancia hacia esos
antigenos en los drganos linfoides asociados a las mucosas [35] (Figura 1).

La presencia de antigenos dietarios en la leche humana se ha reportado por varios autores, en
particular se encontraron proteinas como gliadina, ovoalbumina y ?-lactoglobulina(BLG) en
forma intacta en leche materna, en niveles del orden de ng-pg/ml [46,47,48], libre 6 formando
inmunocomplejos.



Consistentemente con estos trabajos, nuestro grupo ha analizado la presencia de anticuerpos e
inmunocomplejos de estos componentes en calostros donados al Banco de Leche Humana del
Centro Hospitalario Pereira Rossell de la ciudad de Montevideo, Uruguay, destinados a la
alimentacién de recién nacidos prematuros, tanto en su estado crudo y luego del tratamiento
térmico de pasteurizacion mediante el cual se garantiza la seguridad microbiol6gica. Hemos
detectado anticuerpos de isotipos IgA, IgM e IgG especificos para OVA, BLG y gliadina en la
mayoria de las muestras, tanto crudas como procesadas, asi como inmunocomplejos (isotipos
IgA e IgG) de BLG [49]. Los resultados ponen de manifiesto el potencial inmunomodulador de
la leche donada y enfatizan el valor de la misma como recurso en salud, mas alla del aporte
nutricional.

La demostracion experimental de que los inmunocomplejos participen en los mecanismos de
tolerancia brinda una base cientifica para los datos epidemiolégicos que muestran que la
restriccion materna a los alérgenos durante el embarazo y lactancia no contribuye a mejorar el
estado del salud del lactante en relacion al desarrollo futuro de estas patologias [50]. De hecho,
en los dltimos afios se ha planteado un cambio de dogma en tal sentido y por ejemplo, la
Asociacion Americana de Pediatria ha modificado las recomendaciones de conductas a seguir
por madres alérgicas [51]. Un trabajo epidemiol6gico muy reciente documenta que el consumo
materno de alérgenos alimentarios comunes durante los primeros meses de embarazo se
asocidé con menores indices de alergia y asma durante la nifiez [52].

Interesantemente, se ha descrito la presencia de anticuerpos naturales polireactivos en la leche
cuyo patrén de reconocimiento abarca antigenos tisulares y de microorganismos [53,54,55],
algunos de los cuales integrarian la red de regulacion idiotipo-antiidiotipo que es funcional a
través del mutuo reconocimiento de epitopes [53].

Tal como hemos evidenciado en modelos experimentales de inmunizacion, los anticuerpos
anti-idiotipicos pueden modular la respuesta contra antigenos foraneos en animales neonatos
[56], y se considera que participan en la homeostasis inmune y en la seleccion del repertorio de
reconocimiento de linfocitos B [57].

En suma, estos mecanismos de regulacion podrian ocurrir también por los anticuerpos
naturales que ingresan a través de la leche materna y podrian ser eventualmente inducidos por
una inmunizacién previa materna [58].

Consideraciones finales y perspectivas

La leche humana puede considerarse una conexién eficaz entre el sistema inmune materno y
el del recién nacido ya que por su compleja naturaleza fisicogquimica vehiculiza no solo macro y
micro nutrientes sino también una diversidad de componentes con propiedades inmunolégicas
gue otorgan proteccién pasiva en el intestino neonatal. A esto se agrega que, durante la
lactancia temprana, el sistema inmune del recién nacido se desarrolla en presencia de diversos
componentes con propiedades inmunomoduladoras de la madre que contribuyen a la tolerancia
oral en el intestino neonatal. Las evidencias recientes indican que otros mecanismos de
regulacion estan favorecidos a través de la lactancia, aunque hacen falta ain mas estudios en
modelos experimentales que permitan dilucidar las bases celulares y moleculares de tales



mecanismos. En este sentido, los estudios basados en la leche materna como un alimento
funcional modelo seran muy Utiles para plantear disefios de intervenciones terapéuticas en la
alimentacién neonatal con potenciales beneficios para las patologias alérgicas, enfermedades
inflamatorias y autoinmunes.

Recuadro #. AAAAAAAAA.

figl

Figura 1 A. Se muestran los principales componentes de la leche materna con actividad inmunoldgica
gue son derivados de las células epiteliales, o transportados desde la lamina propia por distintos
mecanismos. B. Se esquematizan los principales mecanismos en los cuales estan implicados los
anticuerpos de la leche materna en las defensas frente a patdgenos, en la homeostasis de la microbiota
y su interaccion con el epitelio intestinal asi como su participacién en los mecanismos de tolerancia oral
de acuerdo a los modelos actualmente propuestos. Rplg, receptor de poliinmunoglobulina; FcRn,
receptor neonatal; CS, componente secretor.
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